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RESUMO

WALTER, Rafael; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Fevereiro 2019; APLICAC}AO DA CULTURA DE TECIDOS NO
MELHORAMENTO DE Capsicum annuum: SUPERACAO DE BARREIRAS POS-
ZIGOTICAS, PRODUCAO DE GENOTIPOS EM LARGA ESCALA E PROTOCOLO
PARA OBTENCAO DE HAPLOIDES; Orientadora: Prof2. Virginia Silva Carvalho;
Conselheiros: Prof2. Rosana Rodrigues e Prof. Geraldo de Amaral Gravina.

Capsicum annumm € a principal espécie do género em importancia econdémica.
Embora utilizada principalmente na alimentacdo, seu potencial ornamental vem
sendo explorado nos ultimos anos. O presente trabalho teve por objetivo estudar a
resposta de C. annuum a diferentes técnicas de cultura de tecidos, como o resgate
de embriBes e a cultura de anteras além de buscar melhorias das condi¢cdes de
cultivo in vitro, como aumento das trocas gasosas e intensidades luminosas, bem
como verificar a diversidade genética de populacédo segregante de Capsicum. No
primeiro capitulo, embrides do cruzamento incompativel entre UENF 1632 x UENF
1623 foram inoculados em meio de cultura com diferentes concentracdes de
sacarose e combinacdes de fitorreguladores (GAs, AlA e ZEA) para o resgate dos
embrides. Foram realizadas avaliacdes anatdmicas, histolégicas e histoquimicas
nas sementes do hibrido para verificar as possiveis causas da incompatibilidade.
No segundo capitulo, sementes de C. annuum foram cultivadas em frascos com
diferentes concentragcfes de sacarose, intensidades luminosas e tipos de vedacao
dos frascos. Foram realizadas avaliagbes biométricas e fisiologicas. No terceiro

capitulo, foi realizada uma caracterizacdo morfolégica para estimar a divergéncia

Xvii



genética em uma populagéo segregante entre C. annuum var. glabriunsculum X C.
annuum var. annuum, utilizando o algoritmo de Gower. Com estes mesmos hibridos
foram realizadas culturas de anteras. Além disso, foi realizada a correlagédo entre o
botéo floral e o estadio de desenvolvimento do micrésporo. No primeiro capitulo, a
analise anatdbmica e o0s resultados da cultura in vitro indicaram que a
incompatibilidade intraespecifica entre UENF 1632 e UENF 1623 foi causada pela
malformacédo do endosperma. O resgate de embrides foi eficiente para superar
barreiras pos-zigéticas neste cruzamento intraespecifico de C. annuum, permitindo
a producéao de hibridos férteis e o uso da prole em programas de melhoramento.
No segundo capitulo, o uso de membranas permeaveis a gases permitiu maior
crescimento das plantas, provavelmente aumentando as concentragdes de CO2 no
interior dos frascos e diminuindo a umidade. No terceiro capitulo, a analise conjunta
das variaveis quantitativas e qualitativas resultou em maior eficiéncia na
determinacdo da divergéncia genética entre os acessos avaliados, sendo uma
alternativa viavel e uma ferramenta importante para o conhecimento da
variabilidade em bancos de germoplasma. Na cultura de anteras, ndo foram obtidas
plantas nos meios de cultura testados. No entanto, foi possivel verificar uma
correlacdo entre o tamanho do botéo floral (calice e corola do mesmo tamanho) e
o estadio uninucleado do microsporo, sendo este o ideal para a coleta visando a
producédo de plantas haploides. Os resultados obtidos neste trabalho oferecem
solucdes eficientes para contornar algumas dificuldades frequentemente
encontradas em programas de melhoramento genético de Capsicum, como a
possibilidade de resgate de embribes in vitro de cruzamentos incompativeis,
possibilitando a obtencao de novas cultivares. Assim como verificou a existéncia de
uma grande variabilidade em gendtipos da populacdo segregante com potencial
para a ornamentacdo. Também definiu as melhores condi¢cdes para cultivar in vitro
plantas de C. annuum, promovendo maior crescimento e desenvolvimento

fisioldgico.

Palavras-chave: Resgate de embrifes, hibridacdo incompativel, algoritimo de

Gower, Membranas permedveis a gases, intensidade luminosa, Cultura de anteras.
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ABSTRACT

WALTER, Rafael; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
February 2019; APPLICATION OF TISSUE CULTURE IN THE IMPROVEMENT OF
Capsicum annuum: OVERCOMING POST-ZIGOTIC BARRIERS, PRODUCTION
OF GENOTYPES ON LARGE SCALE AND PROTOCOL FOR OBTAINING
HAPLOIDES; Advisor: Prof2. Virginia Silva Carvalho; Committee members: Profa.
Rosana Rodrigues and Prof. Geraldo de Amaral Gravina.

Capsicum annumm is the main species of the genus in economic importance.
Although used primarily in food, its ornamental potential has been explored in recent
years. The objective of this work was to study the response of C. annuum to different
tissue culture techniques, such as embryo rescue and anther culture, as well as to
improve in vitro culture conditions such as increased gas exchange and light
intensities, as well as to verify the genetic diversity of the segregating population of
Capsicum. In the first chapter, embryos of the incompatible crosses between UENF
1632 and UENF 1623 were inoculated in culture medium with different
concentrations of sucrose and combinations of phytoregulators (GAs, IAA and ZEA)
for the rescue of the embryos. Anatomical, histological and histochemical
evaluations were performed on the hybrid seeds to verify the possible causes of the
incompatibility. In the second chapter, seeds of C. annuum were cultivated in flasks
with different concentrations of sucrose, light intensities and types of bottle cap.
Biometric and physiological evaluations were performed. In the third chapter, a
morphological characterization was performed to estimate the genetic divergence

in a segregating population between C. annuum var glabriunsculum x C. annuum
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var annuum using the Gower algorithm. Anther cultures were carried out with these
same hybrids. The correlation between the floral bud and the stage of development
of the microspore was also performed. In the first chapter, anatomical analysis and
in vitro culture results indicated that the intraspecific incompatibility between UENF
1632 and UENF 1623 was caused by endosperm malformation. Embryo rescue was
efficient to overcome post zygotic barriers in this intraspecific cross-breeding of C.
annuum, allowing the production of fertile hybrids and the use of offspring in
breeding programs. In the second chapter, the use of gas-permeable membranes
allowed higher plant growth, probably increasing CO2 concentrations inside the
bottles and reducing humidity. In the third chapter, the combined analysis of the
guantitative and qualitative variables resulted in greater efficiency in determining the
genetic divergence among the evaluated accessions, being a viable alternative and
an important tool for the knowledge of variability in germplasm banks. In the anther
culture, no plants were obtained in the culture media tested. However, it was
possible to verify a correlation between the size of the floral bud (calyx and corolla
of the same size) and the uninucleate stage of the microspore, being this the ideal
for the collection aiming at the production of haploid plants. The results obtained in
this work offer efficient solutions to overcome some difficulties frequently found in
genetic improvement programs of Capsicum, such as the possibility of in vitro
embryo rescue from incompatible crosses, allowing the production of new cultivars.
As well as verified the existence of a great variability in genotypes of the segregating
population with potential for ornamentation. It also defined the best conditions to
cultivate in vitro plants of C. annuum, promoting greater growth and physiological

development.

Keywords: Embryo rescue, incompatible hybridization, Gower algorithm, Gas

permeable membranes, luminous intensity, Culture of anthers.
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1. INTRODUCAO

A espécie C. annuum compreende duas importantes olericolas: os pimentdes e
as pimentas. Os pimentbes tém frutos grandes (40 a 150g), ndo apresentam
pungéncia, sdo doces, e sdo consumidos in natura na forma de saladas, cozidos
ou recheados. As pimentas apresentam frutos pequenos (geralmente menores que
10g), sdo pungentes e utilizadas como condimento. Todavia, existem cultivares de
pimentéo de frutos pequenos, assim como mutantes de pimenta ndo pungentes. A
pungéncia, caracteristica tdo importante economicamente e taxonomicamente no
género Capsicum, é resultante da acédo da substancia capsaicina (8-metil-N-vanilil
1-6-nonamida) (Suzuki e lwai, 1984).

Além do uso alimenticio, o0 mercado para pimentas ornamentais vem crescendo
no Brasil. Os programas de melhoramento genético tém procurado explorar o
potencial dos bancos de germoplasma que o Brasil possui. Trabalhos que
investigam a diversidade genética sao de grande importancia, pois € a partir deles
gue se da inicio aos processos de obtencao de novas variedades (Melo et al., 2014;
Nascimento et al., 2015; Régo et al., 2015; Neitzke et al., 2016).

A regeneracdo de plantas a partir da cultura de células, tecidos e érgaos in vitro
€ um processo fundamental para a aplicacao da biotecnologia vegetal objetivando
a propagacao e o melhoramento genético de plantas (Loyola-Vargas e Vazquez-
Flota, 2006; Davey e Anthony, 2010; Borém e Miranda, 2013; Manzur et al., 2013,
2014; Walter et al., 2018, 2019).



Apesar da importancia econdmica das pimenteiras, os sistemas de regeneracao
in vitro de espécies de Capsicum nédo evoluiram tdo r4pido quanto os de algumas
outras solanaceas tais como fumo, tomate, batata e petinia. As espécies de
Capsicum tém apresentado dificuldades no que diz respeito a regeneracao de
plantas inteiras a partir de explantes, o que pode ser uma indicacdo clara de
problemas de recalcitrancia morfogénica (Fari e Andrasfalvy, 1994; Ochoa-Alejo e
Ramirez-Malagén, 2001).

Técnicas de cultivo in vitro como o resgate de embrides podem auxiliar os
programas de melhoramento genético, pois possibilitam a obtencédo de gendtipos
gue nao poderiam ser obtidos em cruzamentos incompativeis. A cultura de
embrides consiste em isolar embrides zigoticos, independente da idade, tamanho
ou estadio e cultiva-los em meio de cultura para promover seu desenvolvimento
(Rappaport, 1954; Yoon et al., 2006; Manzur et al., 2015; Walter et al., 2018, 2019).
No entanto, existem poucos relatos do uso desta técnica no género Capsicum e
existem menos ainda, explorando e tentando explicar as causas da
incompatibilidade no género (Hossain et al., 2003; Yoon et al., 2006; Manzur et al.,
2013, 2014, 2015, Walter et al., 2018, 2019).

Alguns fatores pertencentes ao processo convencional da cultura de tecidos
podem interferir na morfogénese e assim na resposta in vitro, como a intensidade
luminosa, o uso de sacarose no meio de cultura como fonte de carbono e a vedacéao
dos frascos (Silva, et al., 2008; Kovalchuk, 2010; Karuppanapandian et al., 2011,
Couto, 2012; Taiz e Zeiger, 2013). A utilizacdo de sacarose no meio de cultura
fornece energia para o metabolismo vegetal in vitro. Plantas do género Capsicum
cultivadas in vitro com sacarose tém apresentado maior ganho de biomassa
durante a aclimatizacao (Torres et al., 1998; Hazarika, 2003; Walter, 2015; Walter
et al., 2018).

Além da sacarose, a intensidade e a qualidade da luz séo fatores importantes
para o crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro. Condi¢cbes de baixa
intensidade de luz nos recipientes de cultivo in vitro sdo analogos as condicdes de
uma planta a sombra. No cultivo in vitro convencional geralmente séo utilizadas,
como fonte de luz, lampadas fluorescentes simulando a luz do dia (Macedo et al.,
2011).

Outro fator que interfere no cultivo in vitro é a vedacéo do frasco, utilizado para

evitar a contaminacdo do explante, ou seja, a entrada de microrganismos nos



recipientes. Na cultura de tecidos sdo utilizadas tampas rigidas de polipropileno,
filmes de PVC, tampas metalicas, dentre outros materiais. Esta vedacao do frasco
limita as trocas gasosas com o ambiente, que causam problemas em algumas
espécies durante o cultivo in vitro e durante a aclimatizacdo. Uma alternativa para
aumentar a troca gasosa é o uso de tampas com membranas permeaveis a gases,
como algodao e outros materiais (Kozai e Kubota, 2001; Kozai e Nguien, 2003;
Nguyen e Kozai, 2005; Lucchesini et al., 2006; Liao et al., 2007; Zhang et al., 2009;
Ivanova e Van Staden, 2010; Xiao et al., 2011; Alvarez et al., 2012; larema et al.,
2012; Saldanha et al., 2012; Batista, 2012; Pinheiro et al., 2013; Barbosa, 2016;
Walter et al., 2019).

Outra técnica que auxilia aos programas de melhoramento € a cultura de
anteras. Esta técnica consiste no cultivo in vitro de anteras com microSporos no
estadio uninucleado. Este estadio de desenvolvimento é o ideal para a conversao
da fase gametofitica para a esporofitica. Tendo como objetivo final a obtencéo de
plantas duplo-haploides (Supena et al., 2006; Irikova et al., 2011).

Além destas caracteristicas do cultivo in vitro, o género Capsicum é considerado
recalcitrante para o cultivo in vitro, ou seja, o explante pode n&o apresentar resposta
morfogénica ao cultivo in vitro (Fari e Andrasfalvy, 1994; Benson, 2000; Ochoa-
Alejo e Ramirez-Malagoén, 2001; Kothari et al., 2010).

Diante do exposto, € de extrema importancia trabalhos envolvendo o género
Capsicum e as diferentes técnicas de cultura de tecidos, como o0 resgate de
embrides e a cultura de anteras, além de buscar melhorias das condi¢cfes de cultivo
in vitro, como aumento das trocas gasosas e intensidades luminosas (Saldanha et
al., 2012; Barbosa, 2016; Manzur et al., 2013, 2014, 2015; Alvarez et al., 2012).



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estudar a resposta de Capsicum annuum a diferentes técnicas de cultura de
tecidos, como o resgate de embrides e a cultura de anteras além de buscar
melhorias das condi¢des de cultivo in vitro, como aumento das trocas gasosas e
intensidades luminosas, bem como verificar a diversidade genética de populacéo

segregante de Capsicum.

2.2. Especificos

I Usar a caracterizacdo molecular para confirmar os genétipos da espécie
C. annuum (UENF 1632 e UENF 1623);

ii. Verificar as possiveis causas da incompatibilidade do cruzamento entre
UENF 1632 x UENF 1623;

il Superar a incompatibilidade entre UENF 1632 x UENF 1623 com o
resgate de embrides;

Iv. Avaliar a influéncia de diferentes tipos de vedacdo dos frascos,
intensidades luminosas e concentragdes de sacarose no cultivo in vitro

de C. annuum;



Vi.

Vil.

viii.

Avaliar as taxas fotossintéticas de plantas de C. annuum cultivadas em
frascos com membrana, em frascos vedados com filme PVC e em frascos
com tampa rigida;

Estimar a divergéncia genética em uma populacdo segregante entre
Capsicum annuum var glabriunsculum X C. annuum var annuum (UENF
1750 x UENF 2030), com base na analise conjunta das variaveis
gualitativas e quantitativas, utilizando o algoritmo de Gower;

Identificar possiveis marcadores morfologicos relacionando o tamanho
do botéo floral com o estadio de desenvolvimento do micrésporo para a
inducdo de plantas haploides via cultura de anteras em gendétipos de
pimenta ornamental do cruzamento entre UENF 1750 x UENF 2030;
Testar protocolos para inducdo de plantas haploides a partir da cultura

de anteras de genotipos de pimenta ornamental.



3. CAPITULOS

3.1. SUPERACAO DE BARREIRAS GENETICAS POS-ZIGOTICAS DE
HIBRIDACAO EM Capsicum annuum var. annuum

3.1.1. INTRODUCAO

Parte valiosa do patrimoénio da biodiversidade do pais, as pimentas e pimentdes
(Capsicum L., Solanaceae) estdo intimamente relacionados a gastronomia
brasileira. Diferentes genotipos comerciais estdo disponiveis com varios tipos de
frutos, tamanhos, cores, sabores e pungéncia (Neitzke et al., 2008; Nascimento et
al., 2012; Nascimento et al., 2015). Essa diversidade é usada como base para
programas de melhoramento genético (Régo et al., 2003).

Pimentas sdo amplamente cultivadas em regides temperadas e tropicais ao
redor do mundo, devido principalmente ao valor do fruto, incluindo altos teores de
capsaicina, matéria seca, vitaminas (A, C e complexo B), minerais, 6leos
essenciais, carotenoides, entre outros aspectos e seus varios usos na culinaria, na
indUstria e na ornamentacéo (Stommel e Bosland, 2005; Régo et al., 2012a, b).

Com base na facilidade de cruzamento entre espécies e fertilidade hibrida,
produzindo hibridos férteis, Harlan e De Wet (1971) propuseram os complexos

génicos em Capsicum. O cruzamento interespecifico entre espécies de um mesmo



complexo é tido como possivel, enquanto 0 mesmo ndo acontece para cruzamentos
entre espécies de complexos diferentes em que podem ocorrer barreiras pré-
zigoticas ou pés-zigoticas. Estes autores classificaram o género Capsicum em trés
complexos génicos: 1) Complexo C. annuum: incluindo as espécies C. annuum (C.
annuum L. e C. glabriusculum (Dunal) Heiser and Pickersgill), C. frutescens L., C.
chinense Jacq., C. chacoense Hunz. e C. galapagoense Hunz. (Pickersgill, 1971,
Zijlstra et al., 1991); 2) Complexo C. baccatum: C. baccatum (variedades baccatum
L. e pendulum (Willd.) Eshbaugh), C. praetermissum Heiser e PG Sm. (Pickersgill,
1991, Zijlstra et al., 1991) e C. tovarii Eshbaugh, PGSm. e Nickrent (Tong e Bosland,
1999); e 3) Complexo C. pubescens: C. cardenasii Heiser e P.G.Sm., C. eximium
Hunz e C. pubescens Ruiz e Pav. (Pickersgill, 1991; Zijlstra et al., 1991).

Entretanto, trabalhos vém demonstrando problemas de incompatibilidade na
hibridacdo entre espécies do mesmo complexo génico (Charlo et al., 2009;
Nascimento et al., 2012; Martins et al., 2015) e entre diferentes gendtipos da
mesma espécie (Silva et al., 2017; Nascimento et al., 2012). Silva et al. (2017)
trabalhando com pimentas ornamentais, verificaram uma alta hibridacdo do
cruzamento entre C. annuum UENF 1632 x UENF 1623, porém das mais de 800
sementes produzidas, nenhuma germinou.

Marcadores moleculares sdo ferramentas importantes para complementar a
caracterizacao morfolégica dos genétipos e podem auxiliar na correta classificacédo
taxonémica. Aléem disso, os marcadores moleculares sdo definidos como elementos
capazes de prever, mapear e caracterizar um fenétipo (Guimardes e Moreira,
1999). As tecnologias de analise molecular da variabilidade do DNA permitem
determinar pontos de referéncia nos cromossomos que auxiliam no melhoramento
de plantas, pois permitem o acesso direto ao genoétipo de um individuo. Marcadores
moleculares s&8o essenciais para a confirmacdo das espécies envolvidas em
cruzamentos incompativeis.

A incompatibilidade na hibridacdo pode ser devida a barreiras pré-zigéticas ou
pos-zigoticas. As barreiras pré-zigoticas podem ser causadas pela falta de
germinacao dos graos de podlen ou pelo retardamento ou inibicdo do crescimento
do tubo polinico. As barreiras pés-zigoticas podem resultar na morte do embrido,
devido a degeneracdo do endosperma ou inviabilidade do embrido, ou levar a
esterilidade total ou parcial das plantas hibridas (Prestes e Goulart, 1995; Monteiro

et al., 2011). Em suas pesquisas Pickersgill (1997) afirma que em Capsicum apos



a fertilizacdo, o aborto do embrido é uma caracteristica bastante evidente em varios
cruzamentos interespecificos.

Para resolver problemas relacionados as barreiras pdés-zigéticas tém-se
empregado a cultura de tecidos vegetais, mais especificamente a técnica
denominada resgate de embrides. Esta técnica consiste no isolamento e no cultivo
in vitro de embrides zigoticos (Rappaport, 1954; Manzur et al., 2015). Considerada
util ndo sé para a obtencdo de hibridos, mas também para a superacdo de
dorméncia das sementes e para encurtar os ciclos de reproducdo em Capsicum
(Manzur et al., 2013, 2014, 2015; Walter et al., 2018).

Os objetivos deste trabalho foram: (I) usar a caracterizagdo molecular para
confirmar os genétipos da espécie C. annuum (UENF 1632 and UENF 1623), (II)
verificar as possiveis causas da incompatibilidade do cruzamento entre UENF 1632
x UENF 1623, e (lll) superar esta incompatibilidade com o resgate de embrides.

3.1.2. REVISAO

3.1.2.1. Capsicum annuum var. annuum

O género Capsicum tem como origem a regido da Bolivia, sendo a espécie C.
chacoense o ancestral comum. Sua dispersdo para os Andes e terras baixas da
Amazonia foi possivel por meio de passaros migratorios (Stommel e Bosland, 2005;
Moscone et al., 2007). A domesticacao das espécies C. annuum e C. frutescens foi
realizada na Mesoameérica e C. chinense, C. baccatum e C. pubescens na América
do Sul (Pickersgill, 2007)

O Brasil é considerado centro secundéario de diversidade das espécies
domesticadas como C. annuum var. annuum, C. baccatum var. pendulum, C.
frutescens e C. chinense. O centro de diversidade da espécie C. annuum var.
annuum inclui o México e a América Central (Embrapa, 2007). Como centros
secundarios ha o centro e sudeste da Europa, Africa, Asia e partes da América
Latina. Devido as viagens de Cristovdo Colombo, as sementes foram levadas para
as colénias portuguesas e espanholas na Africa, india e Asia e também para o

Velho Mundo, resultando em centros secundarios nestes locais (IBPGR, 1983).



O pimentdo e as pimentas sdo Angiospermas, divisdo Spermatophyta, classe
Magnoliopsida, ordem Solanales, familia Solanaceae, género Capsicum, com 35
espécies identificadas, sendo cinco domesticadas: Capsicum annuum L., C.
baccatum L., C. chinense Jacq, C. frutescens L., e C. pubescens Ruiz e Pav.
(Carrizo, et al., 2013; Moscone, et al., 2007). Entre as espécies domesticadas, C.
pubescens € a Unica que nao tem registro de cultivo no Brasil (Barbieri e Neitzke,
2008).

As plantas de Capsicum séo diploides, apresentando dois grupos de acordo
com o numero basico de cromossomos: um com n=x=12 e outro com n=x=13
cromossomos (Moscone et al., 2007).

No género Capsicum, sdo encontrados os complexos génicos e por definicdo
um complexo redne espécies que apresentam cruzamentos compativeis, embora
existam dificuldades em obter alguns hibridos dentro destes complexos (Tong e
Bosland, 1999).

A variedade C. annuum var. annuum tem como caracteristicas flores solitarias,
corola branca, anteras azuis, auséncia de manchas na corola e de constricao anular
na juncao do céalice com o pedicelo. O célice das flores € pouco dentado e néo
possui constricdo anelar na juncdo do pedicelo. Os frutos possuem mdultiplas cores
e formas, polpa firme e sementes de cor clara (Carvalho e Bianchetti, 2008).

As espécies domesticadas de Capsicum, em relacdo ao sistema reprodutivo,
sdo autégamas, contudo existe uma possivel taxa de alogamia que pode ser
facilitada por alteracbes morfologicas na flor, pela acdo de insetos polinizadores e
por praticas de cultivo, entre outros fatores (Tanksley, 1984; Nascimento et al.,
2006). Uma caracteristica exclusiva do género Capsicum é a pungéncia, que €&
atribuida a presenca de capsaicinoides. Tais alcaloides se acumulam na superficie
da placenta e séo liberados quando o fruto sofre qualquer dano fisico (Carvalho et
al., 2003). Os capsaicinoides constituem um grupo de 12 ou mais alcaloides
relacionados. A capsaicina [(E)-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-8-metil-6-nonenamida]
e a dihidrocapsaicina sdo responsaveis por mais de 90% da pungéncia. Os
capsaicinoides sao utilizados na composicdo de medicamentos para aliviar dores
musculares, reuméticas, inflamacgdes, queimaduras, nevralgias, lombalgia, torcicolo

entre outros (Bianchetti e Carvalho, 2005).
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3.1.2.2. Melhoramento de Capsicum

O melhoramento genético de plantas é uma ciéncia que contribui para o
desenvolvimento de novas cultivares, apresentando um maior potencial de
rendimento, qualidade industrial e nutricional, resisténcia a doencas, adaptabilidade
e estabilidade em diferentes regides, além de outros fatores (Floss, 2003).

As principais espécies de Capsicum que estdo envolvidas nos programas de
melhoramento no mundo s&o C. annuum, C. baccatum, C. chinense, e C.
frutescens, com a finalidade de explorar a diversidade do género (Wagner, 2003).

Os métodos de melhoramento utilizados em plantas autbgamas, como as
pimenteiras, geralmente envolvem hibridacdo de novas fontes de variabilidade,
embora em populagcdes com alta variabilidade possam ser utilizados métodos
baseados em selecdo. Os principais métodos utilizados sao: Genealdgico, Single
Seed Descent (SSD) e Bulk (Wagner, 2003; Riva et al., 2007; Reifschneider e
Ribeiro, 2008).

Os hibridos em Capsicum sao obtidos por polinizacdo manual, emasculacéao ou
por linhagens com macho esterilidade (Nascimento et al., 2006; Régo et al., 2011a).
A hibridacdo manual € o método mais empregado pelos pesquisadores para

promover a fecundacédo cruzada em pimenteiras (Régo et al., 2011a).

3.1.2.3. Hibridacéo e Viabilidade dos Hibridos

A hibridacdo € uma ferramenta muito importante para o0s programas de
melhoramento genético, pois permite a ampliacdo da variabilidade genética
existente. Pode ser usada com o objetivo de transferir genes, de uma espécie
silvestre para a forma cultivada, complementando a forma cultivada com um ou
mais fatores desejaveis, resultando na producdo de novas variedades com as
caracteristicas desejadas (Rick e Chételat, 1995; Hajjar e Hodgkin, 2007).

Barreiras pré e pos-fertilizacdo sdo na maioria das vezes os limitantes no
processo de hibridacdo intra e interespecifica. Barreiras de pré-fertilizacdo sao
resultantes da falta de germinagdo dos grdos de pdlen e do retardamento ou
inibicdo do crescimento do tubo polinico. Como principais barreiras de pos-

fertilizacdo encontra-se a morte do embrido ocasionado pela degeneracédo do
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endosperma e a esterilidade total ou parcial das plantas hibridas (Prestes e Goulart,
1995).

Segundo Jansky (2006) na maior parte dos cruzamentos interespecificos sao
produzidas sementes inviaveis devido a falha na formacdo do endosperma. A
hibridacdo interespecifica se tornou uma ferramenta indispensavel para introgredir
genes de interesse entre espécies de Capsicum. Yoon et al. (2006), trabalhando
com introgresséao de genes de resisténcia da espécie de Capsicum baccatum para
a espécie cultivada Capsicum annuum, observaram o aborto dos embriées sendo
este o primeiro fator responsavel pela incompatibilidade interespecifica entre as
espécies, com aborto no estadio de embrido globular, ocorrendo 15 dias apés a
polinizagéo. Diversos trabalhos tém sido realizados com énfase na hibridacéo entre
espécies de Capsicum. Estudos recentes sobre cruzamentos intra e
interespecificos no género demonstraram que as taxas de pegamento podem variar
de 0 a 29% no cruzamento entre C. annuum e C. chinense (Régo et al., 2009).

A obtencao de hibridos entre espécies de Capsicum € possivel, porém com
certas restricdes como: obtencdo de hibridos em apenas uma direcdo do
cruzamento e producao de sementes hibridas viaveis restritas a cruzamentos entre
determinados acessos, ocorrendo baixa porcentagem de formacdo de sementes
viaveis (Bapa Rao et al., 1992; Campos, 2006). Desse modo, faz-se necessario o
uso de outras técnicas para obter resultados consistentes.

Segundo Régo et al. (2011b) a hibridacdo entre variedades de uma mesma
espécie, em geral, produz boa quantidade e qualidade de sementes. Porém isto
nao foi observado por Silva et al. (2017) ao realizarem cruzamentos entre 0s
acessos UENF 1632 e UENF 1623 de C. annuum com potencial ornamental. Neste
caso, faz-se necessario o uso de outras técnicas para obter resultados

consistentes, como o resgate de embrides.

3.1.2.4. Culturade embrides in vitro

Os avancos da biotecnologia contribuem grandemente para o aumento do
potencial de produtividade de um grande nimero de espécies agronémicas, onde
a cultura de tecidos se destaca (Borém e Miranda, 2013).

A cultura de tecidos vegetais consiste em utilizar a totipoténcia celular, ou seja,

a capacidade de regeneracdo de plantas a partir de células isoladas né&o
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diferenciadas ou de 6rgdos e tecidos vegetais. A cultura de tecidos consiste no
crescimento e multiplicacdo de células, tecidos e érgaos, denominados explantes,
com a utilizacdo de solug¢des nutritivas em um ambiente asséptico e controlado
(Loyola-Vargas e Vazquez-Flota, 2006; Davey e Anthony, 2010; Borém e Miranda,
2013).

Diversos trabalhos utilizaram as técnicas de cultura de tecidos, como inducao
de haploides androgénicos por meio de cultura de anteras (Nowaczyk et al., 2009;
Luitel e Kang, 2013), regeneracao de plantas de pimenteiras a partir de protoplastos
(Prakash et al., 1997; Lim e Lian, 2001), embriogénese (Khan et al., 2006),
organogénese (Sanatombi e Sharma, 2008), micropropagacao (Ezura et al., 1993)
e cultura de embrides (Manzur et al., 2014; Walter, 2015).

A cultura de embrides também conhecida como resgate de embribes é
empregada nos processos de crescimento do embrido zigético in vitro,
independentemente da idade, tamanho e estadio de desenvolvimento em que o
embrifio foi excisado (Rappaport, 1954). E utilizada para a obtencéo de hibridos de
Capsicum (Yoon et al., 2006), como também para superacdo de dorméncia das
sementes ou esterilidade e encurtar os ciclos de reproducéo (Manzur et al., 2013,
Manzur et al.,2014).

O resgate de embriGes mostrou-se muito Util aos programas de melhoramento
de Capsicum, pois permite a regeneracao de embrides independente do estadio de
desenvolvimento ou idade, conforme mostrado por Manzur et al. (2013) e Walter
(2015). Possibilita também que hibridos antes ndo obtidos por problemas de
incompatibilidade pds-zigotica, possam ser utilizados para a producéo de fontes de
variabilidade genética. Esta técnica foi aplicada para superar as barreiras genéticas
de pés-fertilizagdo em alguns cruzamentos entre C. annuum x C. frutescens
(Hossain et al., 2003) e C. annuum x C. baccatum (Yoon et al., 2006), evidenciando
assim que pode ser usada para o resgate de embrides em cruzamentos de

Capsicum.

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Germoplasma
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Para este trabalho foram utilizados os genétipos de Capsicum annuum var.
annuum UENF 1632 e UENF 1623, com potencial ornamental, para realizacao dos
cruzamentos, do banco de germoplasma da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, ja caracterizados por meio de descritores morfol6gicos
por Silva et al. (2015 e 2017) (Figura 1).

Figura 1. Acessos utilizados como parentais. A) UENF 1623; B) UENF 1632. Silva,
2015.

A pesquisa foi realizada no Setor de Horticultura do Laboratério de Fitotecnia
(LFIT), do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA), da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em Campos dos
Goytacazes, cujas coordenadas locais de referéncia sdo 21° 45’ de latitude Sul e

41° 20’ de longitude Oeste e altitude média de 11 metros.

3.1.3.2. Caracterizagdo molecular
3.1.3.2.1. Extracdo do DNA

Para confirmacao das espécies, folhas dos dois genotipos (UENF 1623 e UENF
1632) e trés gendtipos comerciais de Capsicum, C. annuum L. var. annuum
(pimentéo ‘Casca Dura lkeda', TopSeed®), C. frutescens (pimenta malagueta) e C.
chinense (pimenta tipo biquinho, UENF 2154) foram testados. As andlises
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moleculares foram realizadas no Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal
do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias da UENF.

As amostras de folhas jovens foram coletadas em bulk, colocadas em envelopes
de papel aluminio, identificadas, imersas e transportadas em nitrogénio liquido e
armazenadas em ultrafreezer a uma temperatura de —86°C. Posteriormente, cerca
de 300 mg de tecido macerado em nitrogénio liquido foram transferidos para
microtubos (2,0 mL), devidamente identificados. A extragdo do DNA gendmico
seguiu o procedimento descrito por Doyle e Doyle (1987), com modificacOes (Daher
et al., 2002).

3.1.3.2.2. Condic¢Oes de amplificacdo por microssatélites

Vinte pares de iniciadores microssatélites, desenvolvidos, otimizados e
validados para mapeamento de C. annuum foram utilizados para a caracterizagéo
molecular (Minamiyama et al., 2006; Moulin et al., 2015) (Tabela 1). Apés a
realizacdo do gradiente de temperatura, as reacbes de amplificacdo foram
preparadas para um volume final de 13 L por amostra, contendo: 6,08 uL de agua
ultrapura, 1,3 pL do tampéo de PCR (1x), 1,5 uL de dNTPs, 1,0 uL de cloreto de
magneésio, 1,0 uL do iniciador, 0,12 uL da enzima Taq polimerase e 2,0 uL de DNA.

Tabela 1. Iniciadores microssatélites usados na genotipagem de genotipos de
Capsicum. UENF, Campos dos Goytacazes, 2019.

Primer Iniciator Forward (5'-3') | Primer Iniciator Forward (5'-3’)
CAMS-215 | cgtgggtggtctaggatgat HPMS AT 214 | tttagggtttccaactcttcttcc
CAMS-398 | atggtccatggtcagcagat HPMS 13 tgggaaataggatgcgctaaacc

CAMS-340 |tttatgcccattcacaaaataa HPMS 141 gggtatcatccgttgaaagttagg
CAMS-451 |tgcattggtgggctaacata HPMS 1139 ccaacagtaggacccgaaaatcc
CAMS-606 | gactagtccccgticaacca HPMS AT 220 | tgcactgtcttgtgttaaaatgacg
CAMS-855 | aagtgtcaaggaaggggaca HPMS E 014 | ctttgcaacatttctttggggg

HPMS 11 tcaacccaatattaaggtcacttcc | HPMS 143 aaccagcaatcccatgaaaacc
HPMS 15 ccaaacgaaccgatgaacactc | HPMS 162 catgaggtctcgcatgatttcac
HPMS 1117 | acccaaatttgccttgttgat HPMS 1148 ggcggagaagaactagacgattagc
HPMS 1173 | tgctgggaaagatctcaaaagg | HPMS 1216 tgcttgttgtttttaccctgagc
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Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose de alta
resolucdo Metaphor 4% e corados com 6 pyL da mistura gel red e blue juice na
concentragdo 1:1. Para estimar o tamanho dos fragmentos, foi utilizado marcador
de 100 pares de base DNA Ladder e submetidos a luz ultravioleta
(Fotodocumentador Minibis Pro — Bio-imaging System) para visualizacdo dos
resultados. As imagens dos géis foram capturadas para posterior analise.

Os dados da amplificacdo dos iniciadores SSR foram convertidos em cadigo
numérico por loco para cada alelo. Foi construida uma matriz de dados numéricos
na qual foram atribuidos valores de um até o nimero maximo de alelos encontrados
por loco. A partir dessa matriz numérica, foi calculada a distancia genética entre os
acessos estudados, com o auxilio do programa GenAlEx (Peakall e Smouse, 2012),
utilizando-se o indice de Smouse e Peakall.

Foi realizada analise de agrupamento baseada em modelo bayesiano para
determinar o numero o6timo de clusters genéticos, utilizando-se o programa
Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), de acordo com o método descrito por
Evanno et al., (2005), com 10.000 repeticdes. Foram testados valores de K entre
um e 40, com 10 interacbes independentes para cada grupo, montando
dendrograma UPGMA.

3.1.3.3. UENF 1632 x UENF 1623
3.1.3.3.1. Hibridacao

Sementes dos acessos UENF 1623 e UENF 1632 foram semeadas em
bandejas de poliestireno com 128 células contendo substrato comercial Basaplant®
Hortalicas e mantidas em casa de vegetacédo coberta com filme agricola de 150 um
de espessura e tela de sombreamento de 35%, localizada na Unidade de Apoio a
Pesquisa (UAP) do CCTA/UENF com irrigacdo automatica duas vezes ao dia. O
transplantio foi realizado quando as mudas apresentaram de quatro a seis folhas
definitivas, com aproximadamente 10 cm de altura, transferindo-as para vasos
plasticos com capacidade para cinco litros, contendo uma mistura de substrato
comercial Basaplant® e areia na proporcéo de 1:1. Cada vaso conteve uma planta.

As hibridagdes foram realizadas entre as 06:00 AM e 07:30 AM durante abril e
maio de 2017, com temperatura média de 21°C. Para a realizagdo dos cruzamentos

foi empregado metodologia ja estabelecida (Nascimento et al., 2012; Martins et al.,
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2015; Silva et al., 2017). Os botdes florais fechados e entumecidos do genitor
masculino (UENF 1623) foram coletados para retirada do pdlen. O pdlen obtido de
cada genitor foi armazenado em geladeira dentro de vidros &mbar contendo silica-
gel, devidamente identificados. Os botdes florais das plantas do genitor feminino
(UENF 1632) foram emasculados antes da antese. No mesmo periodo, a
polinizacédo foi feita colocando-se os graos de pdélen de cada um dos genitores
masculinos sobre o estigma de cada flor emasculada. As flores polinizadas
manualmente foram cobertas com sacos de papel antes da antese, para evitar
algum tipo de contaminacgéo. A eficiéncia de hibridacéo (EH), em porcentagem, foi

calculada por meio da seguinte expresséo (Silva et al., 2017):

EH: (n° de cruzamentos efetivos/ n°® de cruzamentos executados) X 100

3.1.3.3.2. Germinacao de sementes

Teste de germinagcdo com sementes F1 e dos parentais (UENF 1623 e UENF
1632) foram realizados conforme a ‘Regras para Analise de Sementes’ (RAS), com
modificacdes (Brasil, 2009). Os testes foram realizados entre papel em gerbox com
duas folhas de papel germiteste cortados no tamanho da caixa, com quatro
repeticbes de 25 sementes dos hibridos e dos dois parentais, postas em B.O.D.,
com temperatura alternada de 30°C (luz) e 20°C (escuro), fotoperiodo de 8/16h de
luz/escuro. O papel utilizado para a germinacdo das sementes foi molhado com
agua ou 0,2% de solugéo aquosa de KNOs, em uma quantidade de 2,5 a 3,0 vezes
a massa do papel, sendo irrigadas novamente apenas com agua a medida que
necessario.

A avaliacdo da germinacao foi realizada aos 14 dias, conforme recomendacéao
pela RAS (Brasil, 2009). Uma segunda contagem foi feita aos 17 dias. Foram
avaliados: numero de plantulas normais, de sementes ndo germinadas e de
sementes com protrusdo da raiz primaria, o IVG (indice de velocidade de

germinacao) conforme formula de Maguire (1962) e a germinagcdo acumulada.

3.1.3.3.3. Anéalise biométrica das sementes
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De acordo com a metodologia de Dias et al. (2013) para biometria, 100
sementes dos parentais (UENF 1623 e UENF 1632) e do hibrido F1 foram
selecionadas aleatoriamente, sendo comprimento, largura e espessura (mm)
verificadas com paquimetro eletrénico e a massa (g) por meio de balanca de

preciséo.

3.1.3.3.4. Caracterizacdo morfolégica das sementes

Foram utilizadas 50 sementes do hibrido e dos parentais, escolhidas
aleatoriamente, para a descricdo morfolégica das sementes de acordo com
metodologia de Abud et al. (2017). Foram considerados aspectos externos e
internos das sementes. Para as observacdes morfologicas internas, as sementes
foram previamente imersas em agua destilada por 24 horas, para amolecimento e
hidratacéo dos tecidos, facilitando a identificacdo das diferentes estruturas. Apos
esse periodo, foram realizados cortes longitudinais transmedianos e transversais,
utilizando-se laminas de aco descartaveis. A observacdo das estruturas foi
realizada em microscopio estereoscopico Carl Zeiss com camera digital AxioCam
ERc 5s.

3.1.3.3.5. Caracterizacao histoquimica das sementes

Para as andlises histologicas as sementes do hibrido e dos parentais foram
embebidas em agua por 24 horas e posteriormente fixadas em solu¢do aquosa
contendo glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4,0% e tampé&o cacodilato de sédio 0,05
mol L' em pH 7,3 (Da Cunha et al., 2000; Klein et al., 2004).

As sementes foram lavadas, durante 60 minutos, em tampéao cacodilato de sédio
0,05 M e desidratadas em série etilica (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%
e 90%) e trés vezes em etanol absoluto por uma hora em cada etapa. As sementes
foram infiltradas em Historesina® usando uma série crescente de resina em etanol.
A polimerizacao da resina foi feita a temperatura ambiente.

Depois da polimerizacéo da resina, foram feitos cortes finos no material (5-7 ym
de espessura) em micrétomo rotativo (SM 2010R, LEICA, Alemanha) com auxilio
de faca de tungsténio. As sec¢des foram dispostas em laminas, coradas com azul
de toluidina O 0,05% (Johansen, 1940; Sass, 1940; Feder and O’Brien, 1968) e
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postas em laminulas e Entellan®. A observacdo foi realizada em microscépio 6ptico
de campo claro (Axioplan Zeiss®). As imagens foram capturadas por meio da
camera Cannon® Power Shot 14 mpixel (acoplada ao microscépio) com o auxilio
do programa Axiovision (Zeiss, Oberkohen, Germany).

Para as analises histoquimicas o material seccionado foi disposto em laminas e
submetido a diferentes corantes e reagentes. Para lipidios, o material foi corado
com Sudan IV 0,03% por 15 minutos (Pearse, 1980, adaptado). Para proteina, o
material foi corado com azul Brilhante de Comassie 0,25% por 10 minutos (Fischer,
1968 adaptado). Para amido o material foi corado com reagente de Lugol por 5

minutos (Johansen, 1940, adaptado).

3.1.3.4. Resgate de embrides in vitro

Os frutos foram coletados a partir do 40° dia apos a fecundacgéo do cruzamento
entre UENF 1632 x UENF 1623 e da autofecundacéo dos parentais. O experimento
com cultivo de embrides cotiledonares teve como base o trabalho de Walter et al.
(2018). As sementes foram desinfestadas por um minuto em alcool 70% (v/v),
posteriormente imersas em 80 mL de solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) a
0,7% com adicdo de duas gotas de Tween 20 por 15 minutos e lavadas por trés
vezes em agua desionizada e autoclavada nos tempos de 5, 10 e 10 minutos em
fluxo laminar, respectivamente, e deixadas de molho na quarta agua por 12 horas
antes do isolamento dos embrides cotiledonares.

Com auxilio de microscoépio estereoscopico (Tecnival®), pinga e bisturi, os
embrides cotiledonares foram isolados e colocados em placas de Petri com meio
de cultura contendo metade da concentracdo dos sais minerais do MS, complexo
vitaminico de White (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg L* de mio-inositol, com pH
ajustado para 5,7+ 0,1 e solidificado com 2 g L de Phytagel Sigma® antes da
autoclavagem por 15 minutos a 121°C e 1,1 atm de pressdo. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com cinco concentracdes de
sacarose (0, 5, 10, 15 e 20 g L) e trés combinacGes de fitorreguladores Sigma®
(0,057 pmol L de &cido indolacético-AIA com 0,046 pmol L de zeatina-ZEA e
0,057 pmol L* de AIA com 0,029 pmol L de &cido giberélico-GAs e na auséncia
dos mesmos) com quatro repeticdes. Cada repeticao foi constituida por uma placa

de Petri (60 x 15 mm) contendo 10 mL de meio de cultura e cinco embrides.
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O experimento foi mantido em sala de cultivo, no escuro, por sete dias, a
temperatura de 27+ 2 °C. Posteriormente, as placas foram transferidas para luz,
fotoperiodo de 16:8 horas luz:escuro e irradiancia de 50 pmol m? s provida por
lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia. Ao final de 17 dias foi avaliada a
porcentagem de germinacgéo de plantulas normais.

ApoOs a germinagéo in vitro, as plantulas do hibrido F1 foram transferidas para
frascos ventilados por membranas M2 proposto por Saldanha et al. (2012) para
aumentar as trocas gasosas. O meio utilizado foi composto por metade da
concentracdo dos sais minerais do MS, complexo vitaminico de White (Murashige
e Skoog, 1962), 100 mg L de mio-inositol, com pH ajustado para 5,7+ 0,1, 20 g L
! de sacarose e solidificado com 2 g L'* de Phytagel Sigma® antes da autoclavagem
por 15 minutos a 121°C e 1,1 atm de pressao. As plantulas permaneceram por 45
dias na luz nas mesmas condi¢cdes ambientais do experimento anterior. Ao final
deste periodo foram avaliadas: sobrevivéncia, comprimento da parte aérea e da

raiz.

3.1.3.5. Aclimatizacéao e fertilidade do hibrido

As plantas in vitro do hibrido F1 com aproximadamente quatro centimetros de
altura foram colocadas em bandejas plasticas com capacidade de 300 mL por
célula, contendo substrato Basaplant®. As plantas foram transferidas para casa de
vegetacdo coberta com filme agricola de 150 pum de espessura e tela de
sombreamento de 35%, na Unidade de Apoio a Pesquisa da UENF onde foi
avaliada a taxa de sobrevivéncia ao final de 30 dias.

A autopolinizacdo do F: foi garantida por meio da protecdo de quarenta botbes
florais com sacos de papel, para verificar a fertilidade do hibrido. Os bot6es foram
ensacados antes da antese, sendo avaliadas a porcentagem de producao de frutos
e a porcentagem de germinacao da progénie F> de acordo com metodologia padréo

da RAS ja mencionada. A avaliacdo da germinacao foi realizada aos 14 dias.

3.1.3.6. Andlise estatistica

Foram verificadas as pressuposi¢cdes de normalidade e de homogeneidade de

variancias dos tratamentos, respectivamente, pelos testes de Lilliefors e Cockram



20

e Bartlet, para que os dados pudessem ser submetidos a andlise de variancia
(ANOVA). Em seguida, os dados foram submetidos a comparacao de médias pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. As variaveis foram analisadas com o
programa SISVAR versao 5.4 (Ferreira, 2011).

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1. Caracterizacdo molecular

A analise Bayesiana foi utilizada para classificar os acessos, considerando os
dados moleculares. O maior valor de AK foi obtido quando dois grupos foram
formados, obtendo-se os grupos | e Il (Figura 2). O Grupo | agrupou trés acessos,
o0 pimentdo 'Casca Dura lkeda' e as duas espécies UENF 1632 e UENF 1623
utilizadas no cruzamento. O grupo |l foi formado por C. frutescens e C. chinense
(Figura 3 e 4).

Com base nas analises moleculares, verificou-se que os genotipos UENF 1632
e UENF 1623 utilizados no cruzamento sdo, de fato, Capsicum annuum
corroborando com a caracterizacdo morfoldgica realizada com esses genaotipos por
Silva et al. (2015, 2017). Portanto, o cruzamento UENF 1632 e UENF 1623 é
intraespecifica, o que confirma a existéncia de um problema de incompatibilidade
entre esses dois genodtipos da mesma espécie.

Além disto, verifica-se que as espécies C. chinense e C. frutescens formaram
um grupo unico, mesmo sendo de complexos génicos diferentes. O que da mais
embasamento para reflexdo sobre os critérios para a formacdo dos complexos

génicos.
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Figura 2. Numero 6timo de clusters genéticos obtidos a partir da analise Bayesiana
pelo programa Structure 2.3.4, para 0s cinco genotipos de Capsicum. UENF,
Campos dos Goytacazes, 2019.
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Figura 3. Estimativas da estrutura genética para cinco genétipos de Capsicum por
16 iniciadores microssatélites. Os acessos sdo representados na linha vertical e
cada grupo genético é representado por uma cor. UENF, Campos dos Goytacazes,
2019.
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Figura 4. Dendrograma de dissimilaridade genética entre cinco genotipos de
Capsicum, obtido pelo método UPGMA, com base nas variaveis moleculares.
UENF, Campos dos Goytacazes, 2019.

3.1.4.2. Causas da incompatibilidade da hibridacdo entre UENF 1632 X
UENF 1623

3.1.4.2.1. Hibridagc&o e germinacao das sementes dos parentais e F;

Trinta e quatro polinizacdes manuais foram efetuadas e a taxa de pegamento
dos cruzamentos foi de 76,47%, obtendo-se 26 frutos e produzindo 352 sementes.

Para todas as variaveis avaliadas, ndo houve interacdo entre o genétipo e os
tratamentos para a germinacdo em agua e em solucédo de KNOs. O uso de KNOs,
indicado pela RAS, ndo resultou em aumento na taxa germinativa para todos os
gendtipos. O gendtipo foi o fator que contribuiu para as diferencas encontradas
(Tabela 2).

Nas condicbes de germinacao padronizadas pela RAS, houve acima de 60% de
germinacdo das sementes dos parentais e abaixo de 2,5% no hibrido F1 (Figura
5A). Para o IVG observa-se que os maiores indices foram encontrados nos

parentais. O hibrido F1 resultou em um IVG muito baixo (Figura 5B).
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A germinacdo das sementes comecgou no sexto dia apds a semeadura exceto
para o hibrido F1 (Figura 6). A RAS indica a avaliagédo final da germinagdo em
Capsicum aos 14 dias. Porém, pode-se observar que hd um aumento na
germinacdo aos 17 dias para todos os genoétipos, o que subestima o potencial de
germinacao destas sementes (Figura 5 e 6).

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia com quadrados médios para os efeitos
do gendtipo (G), tratamento (T) (agua e KNO3) e sua interacao na eficiéncia da
germinacao em B.O.D. das sementes dos parentais (UENF 1632 e UENF 1623) e
do hibrido F1 de Capsicum annuum.

QM
F.V. GL
VG Ger. 14 Ger. 17 SNG PR
Genotipo (G) 2 222,12" 681,13  858,17" 1026,50"  0,80"
Tratamento (T) 1 2,69ns 2,04ns 9,38"s 0,04"s 0,43"s
GXT 2
1,72" 0,54 2,00 1,17"  0,28"
Residuo 18 1,01 5,63 3,01 4,18 0,26
C.V. % 15,51 21,81 13,93 20,19 31,59

ns e ** indicam ndo significancia ou significancia a P < 0,05, respectivamente. Legenda: IVG — indice
de velocidade de germinacéo; Ger.14: germinacdo aos 14 dias de avaliacdo; Ger.17: germinacgao
aos 17 dias de avaliacdo; SNG: sementes ndo germinadas; PR: protrusdo da raiz primaria.
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Figura 5. Teste de germinacdo de sementes Capsicum annuum dos parentais
(UENF 1632 e UENF 1623) e hibrido. A) Porcentagem da germinacéo aos 17 dias
(Ger 17d), protruséo da raiz primaria (PR) e sementes ndo germinadas (SNG). B)
indice de Velocidade de Germinacdo. Colunas seguidas pelas mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste Tukey, P < 0,05.
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Figura 6. Germinagcédo acumulada em B.O.D. de genadtipos de Capsicum annuum
com irrigacdo com agua ou KNOs.

No cruzamento UENF 1632 x UENF 1623 ndo ha problema de producéo de
frutos e sementes. O problema esta na germinacdo das sementes F: deste
cruzamento. Em um trabalho com os mesmos acessos, a taxa de frutificacao foi de
82,21%, resultando em 878 sementes, mas nenhuma semente germinou (Silva et
al. 2017).

As causas da ndo germinacédo das sementes foram investigadas neste trabalho.
Se a causa fosse a dorméncia fisiologica, seria esperado um aumento significativo

na germinagéo com o KNOs, o0 que néo foi observado.

3.1.4.2.2. Analise morfolégica das sementes

Analisando as sementes oriundas dos frutos do cruzamento UENF 1632 x UENF
1623 foi possivel verificar que o comprimento e largura das sementes do hibrido
foram iguais ao do parental UENF 1632 e superior ao parental UENF 1623. A
espessura e a massa da matéria fresca de 100 sementes do hibrido foram
superiores aos parentais (Tabela 3). Porém, todas as sementes do hibrido
apresentaram pelo menos um tipo de alteracdo morfolégica como: deformacdes,

coloragcédo mais escura e tecidos necrosados (Figura 7).
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Tabela 3. Analise biométrica de sementes dos parentais UENF 1623 e UENF 1632
e de seu hibrido Fi.

) Comprimento Diametro Espessura Massa*
Genotipo (mm) (mm) (mm) (9)
UENF 1623 3,00b 3,57b 0,65c 0,37c
UENF 1632 3,16 a 391a 0,74 b 0,51b
Hibrido F1 3,13a 3,89a 0,78 a 0,58 a
Média 3,10 3,79 0,72 0,49

"C.V. (%) 666 6.21 1584 499

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey, P <0,05. * Massa fresca de 100 sementes.

Figura 7. Aspectos morfologicos de sementes de Capsicum annuum. Sementes
inteiras secas: A) UENF 1623; B) UENF 1632; C-F) Sementes oriundas do
cruzamento intraespecifico entre UENF 1632 x UENF 1623 (F1); Corte longitudinal
transmediano: G) UENF 1623; H) UENF 1632; I-N) Hibrido F1; O-Q) Sementes sem
tegumento do hibrido F1; R-T) Corte transversal do hibrido F1 (R-S) e parental (T).
Legenda: EN= endosperma; E= embrido; T= tegumento; R= regido hipocotilo-
radicula; C=regido cotiledonar. Barra: 1mm.



27

As sementes dos parentais sdo campil6tropas com superficie do tegumento de
coloracéo amarela e homogénea, com superficie irregular e algumas depressdes e
contorno longitudinal arredondado (Figuras 7A e 7B). As sementes do Fi se
diferenciam por apresentarem caracteristicas irregulares como coloragdo
escurecida, deformacgfes no contorno e pontos necréticos (Figura 7C-F) indicando
gue ha alteracdes morfologicas de facil visualizacdo na estrutura da semente do
hibrido.

Nas Figuras 7G-T € possivel visualizar as caracteristicas anatdbmicas das
sementes, por meio de cortes longitudinais transmedianos e transversais. As
sementes dos genoétipos sao endospermaticas. O endosperma € carnoso,
consistente e apresenta coloracdo amarelada. O embrido fica na periferia da
semente, € curvo e cilindrico com coloracao branca (Figura 7G e H). O embrido é
circinado (cilindrico, enrolado em aspiral, com cotilédones planos com 0 mesmo
diametro do eixo hipocoétilo-radicula) o que esta de acordo com a descrigdo para
Solanaceae (Castellani et al., 2008 e Dias et al., 2013).

Em corte transversal, observa-se o contorno eliptico das sementes dos
parentais e do hibrido (Figura 7R-T). Devido a curvatura do embrido, ao realizar
esse tipo de corte podem-se visualizar diferentes regides do embrido, como a
regido cotiledonar e a radicular (Figura 7R-T).

Quando analisamos as sementes do F1, a coloragédo do endosperma mostra-se
escura (Figura 71-S) principalmente quando se compara com o0s parentais (Figura
7G-H). Esta coloracdo escura pode indicar uma degradacdo dos tecidos do
endosperma o que pode ser uma das causas da dificuldade de germinacao
encontrada nas sementes deste cruzamento.

Outro problema encontrado foi a exposicdo do embrido para fora do
endosperma (Figura 70-Q), o que pode causar injurias no tecido do embrido
levando a inviabilidade da semente. Como exemplo, nas figuras 6I-K observam-se
embrides danificados e rompidos. A presenca de endosperma necrético impede
gue o embrido se desenvolva normalmente (Figuras 7L-N e R), o que
frequentemente esta relacionado com o aborto do embrido. Tal caracteristica ja foi
relatada em Capsicum (Yoon et al., 2006; Manzur et al., 2015).

Com os estudos histolégicos observa-se que o tegumento é reduzido a uma
camada interna e outra externa com mesofilo colapsado tanto nos parentais (Figura

8A, B, H, O) quanto no hibrido (Figuras 8D, E, K, M, N). As sementes apresentam
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tegumento externo com espessamento conspicuo da parede periclinal interna
lignificado, como evidenciado pela cor azul claro. Esta lignificagdo do tegumento
confere protegdo mecénica as estruturas internas das sementes.

A epiderme consiste de uma camada interna de células com formas longas,
planas e retangulares (Figuras 8A, B, O). Porém, em alguns cortes do hibrido
observa-se que esta estrutura esta danificada (Figuras 8D, E, K, M e N).

As células do endosperma, de todos os genotipos incluindo o hibrido, sdo
caracterizadas por apresentarem paredes celulares mais espessas, quando
comparadas as do embrido, além de apresentarem formato irregular (Figuras 8B,
E, H e K). Nos parentais, este tecido reveste todo o embrido (Figuras 8A, C e I).
Porém, como ja observado na anatomia das sementes, em algumas sementes do
hibrido o endosperma néo envolve todo o embrido. Este fica em contato direto com
o tegumento (Figuras 8D, N, M), o que pode contribuir para danificar os tecidos dos
embrides.

O embrido consiste de eixo hipocoétilo-radicula e dois cotilédones (Figuras 7S e
8C e l). As células do embrido apresentam paredes celulares delgadas e de formato
isodiamétrico (Figuras 8C-N). As alteracbes anatdomicas ficam evidentes nos
cotilédones dos hibridos (Figuras 8D, F, J, M) quando comparados com 0s
parentais (Figuras 8A, C e G). No entanto, estes ainda apresentam feixe vascular
como nos parentais. Nao ha alteracdes anatbmicas no eixo hipocotilo-radicula do
hibrido (Figuras 8E, L) quando comparados com os parentais (Figura 81). O que
deixa evidente que o embrido do hibrido ndo possui estruturas anormais que
possam impedir seu desenvolvimento normal.

Outro fator observado nos hibridos (Figuras 8D, E, F, K, L), e ausente nos
parentais (Figuras 8A, B, C, H, I), € um maior limen entre o0 embrido e o
endosperma. Essa alteracdo nos hibridos diminui a superficie de contato do

embrido com o endosperma.
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Figura 8. Histologia de sementes de Capsicum annuum. A-C) Parentais (UENF
1623 e UENF 1632); D-F) Hibrido F1 (UENF 1632 x UENF 1623); G-I) Parentais
(UENF 1623 e UENF 1632); J-N) Hibrido F1 (UENF 1632 x UENF 1623); O) Parental

1623 corados com azul de toluidina. Legenda: En: endosperma; Te: tegumento; Co:
Cotilédone; Ra: radicula; —: epiderme.

As sementes dos parentais e do hibrido neste trabalho foram coletadas a partir
do 40° dia ap0ds a antese (DAA). Observa-se com a colorag&o de Lugol em marron,



30

auséncia de granulos de amido nas células do endosperma dos parentais (Figura
9A) e grande presenca nas células do hibrido (Figuras 9B-C).

Em todos os gendtipos pode-se observar a presenca de proteinas, corados com
Azul de Coomasie e de lipidios, corados com Sudan IV no endosperma e no
embrido, sendo estes o0s principais compostos de reserva das sementes de
Capsicum (Figuras 9D-G). O mesmo foi observado por Chen e Lott (1992) para C.
annuum e por Abud et al. (2017) para C. chinense e C. frutescens.

Além dos problemas morfologicos e histologicos encontrados nas sementes do
hibrido F:1 ja mencionados, outras alteragfes foram observadas como sementes
sem embrides e com embrides duplos. Nao foram encontradas sementes com

caracteristicas normais no hibrido.
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Figura 9. Cortes transversais de diferentes regides das sementes de Capsicum
annuum. A) endosperma e tegumento do parental UENF 1623 corado com Lugol;
B) endosperma e tegumento do hibrido corado com Lugol; C) tegumento,
endosperma e embrido do hibrido, corados com Lugol; D) endosperma do parental
UENF 1623 corado com Azul de Coomasie; E) endosperma do hibrido, corados
com Azul de Coomasie; F) endosperma parental UENF 1623 corado com Sudan
IV; G) Endosperma do hibrido, corado com Sudan IV.

As analises morfologicas e anatbmicas das sementes F1 mostraram que todas
as sementes apresentaram pelo menos um tipo de alteracdo no endosperma como:
deformacéo, coloragdo mais escura e, ou presencga de tecidos necrosados. Manzur
et al. (2015) e Yoon et al. (2006), realizando cruzamentos intraespecificos de
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Capsicum, também observaram algumas destas alteracdes. No entanto, nenhum
embrido deste cruzamento (UENF 1632 x UENF 1623) apresenta estrutura anormal
gue possa impedir seu desenvolvimento normal, com excecdo dos embrides
rompidos.

Estudos anatdmicos de embrides oriundos de cruzamentos interespecificos
incompativeis em Capsicum revelaram que a principal causa do aborto foi um
endurecimento precoce do endosperma. Este fato pode ter limitado o
desenvolvimento dos embrides, causando deformidades morfolégicas nos mesmos
e, eventualmente, colapso embrionario e sua morte (Manzur et al., 2015). No
hibrido intraespecifico UENF 1632 x UENF 1623 pode ter ocorrido um
endurecimento precoce do endosperma e consequente degeneracdo do mesmo,
mas nao houve alteracbes morfoldgicas significativas nos embrides, o que resultou
em maior sucesso no resgate de embrides. Estes resultados sugerem que ha
diferentes causas de incompatibilidade pos-zigoéticas em Capsicum.

No processo de maturacdo das sementes em Capsicum ha uma diminuicao
gradativa na concentracdo de amido e aumento de proteinas e lipidios. Na
maturacao fisioldgica, que ocorre a partir do 40° DAA, o amido ndo € mais
encontrado, sendo proteinas e lipidios as principais reservas das sementes em
Capsicum (Abud et al., 2017). Estes autores concluem que o amido € uma fonte de
reserva transitéria que é usada para o desenvolvimento do embrido, durante o
processo de maturacdo. A auséncia de amido nas sementes maduras sugere que
durante a maturacao, os graos de amido sédo convertidos em outros compostos,
provavelmente em acucares sollveis (Zeeman et al., 2010). Segundo Jordy (2004),
o amido transitorio geralmente é utilizado como fonte de carbono na divisao,
expansao e diferenciacao de células do embrido. No entanto, no endosperma das
sementes maduras do hibrido, ainda ha grande quantidade de granulos de amido
(Figuras 8B-C), 0 que sugere que as reservas de amido do endosperma nao foram
totalmente mobilizadas para o embrido do hibrido. Esta pode ser uma das razdes
da degeneracdo do endosperma e dos problemas germinativos das sementes do
hibrido entre UENF 1632 x UENF 1623.

3.1.4.3. Superagao da barreira pés-zigética com o resgate de embrides
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ApOs verificar que os embrides das sementes do hibrido ndo apresentaram
alteracbes morfolégicas e que de fato o problema encontrado foram alteragdes no
endosperma, o resgate de embrides foi realizado (Figura 10).

Para a germinagéo in vitro dos embrides cotiledonares ndo houve diferenca
entre 0s gendtipos, as concentracbes de sacarose e a combinacdo de
fitorreguladores no meio de cultura. A germinacao in vitro dos embrides resgatados
do hibrido F; foi estatisticamente igual a dos parentais com germinacao acima de
40% (Figura 11). O resgate dos embribes Fi1 proporcionou a substituicdo do
endosperma da semente com alteracdes fisioldgicas por um endosperma artificial
composto pelo meio de cultura, elevando a germinacédo de 2,5% em papel
germiteste para mais de 40% in vitro. Este resultado comprova que os embrides do
hibrido F1 permaneceram viaveis apds a maturacao fisiologica da semente.

No crescimento do hibrido F1 houve 100% de sobrevivéncia das plantulas
resgatadas, apos 60 dias de cultivo in vitro. A auséncia de sacarose e
fitorreguladores na germinacéo in vitro dos embrifes ndo afetou o crescimento in

vitro das plantulas, expresso no comprimento da parte aérea e da raiz (Figura 12).

Figura 10. Estadios de excisdo e desenvolvimento de embrides de Capsicum
annuum durante o resgate de embrides in vitro. A-C) Remocao do tegumento; D-E)
Corte no endosperma; F-G) Pressdo no endosperma remanescente e remocao do
embrido; H) Embrido em meio de cultura para desenvolvimento no primeiro dia; I)
Embrido com 3 dias; J) Embrido com 4 dias; K) Plantula com 7 dias; L) Plantula
com 15 dias. Barra=1 mm
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Figura 11. Germinacéo in vitro de embrides cotiledonares dos parentais (UENF
1623 e UENF 1632) e do hibrido F1 em meio de cultura. Colunas seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey, P < 0,05.
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Figura 12. Influéncia da combinacéo de fitorreguladores no crescimento in vitro de
plantulas do hibrido intraespecifico UENF 1632 x UENF 1623.

O género Capsicum, e mais precisamente C. annuum, é notadamente
recalcitrante in vitro, o que dificulta a inducéo de respostas morfogénicas (Wijbrandi
e De Both, 1993), isto &, os explantes podem nao apresentar resposta morfogénica

guando cultivados in vitro (Benson, 2000; Kothari et al., 2010). Este fato pode



34

justificar a taxa germinativa de 40% para os embrides de todos os genotipos
(parentais e hibrido). Levando-se em consideracdo a taxa de germinacao das
sementes F1 (UENF 1632 x UENF 1623) de 2,5% e dos embrides de 41,48%, houve
um aumento de aproximadamente 1600% na obtencao de plantulas viaveis deste
cruzamento.

A adicao de sacarose e fitorreguladores ao meio de cultura ndo foi fundamental
para a germinacdo in vitro dos embrides cotiledonares. Estes embrides ja se
encontravam fisiologicamente maduros, ou seja, eles foram capazes de
biossintetizar as substancias necessérias para sua germinacdo. De acordo com
Walter (2015), a adicdo de sacarose e de fitorreguladores nao é necessaria durante
a germinacgao, no entanto a adicdo de sacarose € necessaria para 0 crescimento
das plantulas in vitro de Capsicum. A literatura cita o uso de meios de cultura mais
complexos, enriquecidos com caseina hidrolisada, extrato de levedura, agua de
coco, acido giberélico e acido naftalenoacético. Entretanto, Walter (2015) e Walter
et al. (2018) relatam meios de cultura mais simples para a germinacdo dos
embrides e crescimento das plantulas em Capsicum.

Fica evidente que o resgate de embrides foi a Unica opcéo para obter plantas
do hibrido UENF 1632 x UENF 1623. O protocolo para resgate de embrides,
desenvolvido neste trabalho, pode ser aplicado diretamente nos programas de
melhoramento genético de Capsicum para obter hibridos de cruzamentos com
incompatibilidade pds-zigética devido a problemas de degeneracdo do
endosperma.

Os resultados demonstram que o problema de germinacao do hibrido F1 ndo é
causado por dorméncia fisiolégica e nem alteracdbes no embrido e sim por
alteracdes morfologicas, histologicas e fisioldgicas do endosperma.

Na literatura é recorrente o relato de incompatibilidade no género Capsicum,
principalmente em cruzamentos interespecificos (Charlo et al., 2009; Nascimento
et al., 2012; Manzur et al., 2015; Martins et al., 2015). Relatos de incompatibilidade
intraespecifica sdo mais raros (Nascimento et al., 2012; Silva et al., 2017). O que
chama atenc¢éo sao os relatos de incompatibilidade envolvendo espécies do mesmo
complexo génico, 0 que ndo seria esperado, uma vez que 0 cruzamento entre
individuos de um mesmo complexo € tido como possivel. Neste trabalho,
evidenciou-se a incompatibilidade em um cruzamento entre individuos da mesma

espécie (UENF 1632 x UENF 1623). Todos esses resultados sugerem que 0S
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complexos génicos em Capsicum devem ser considerados com muito cuidado, pois
algumas vezes cruzamentos entre espécies de diferentes complexos genéticos
podem produzir sementes hibridas férteis, ndo de acordo com a teoria dos
complexos génicos.

Segundo Pickersgill (1997), estudos na sistematica de Capsicum tém mostrado
gue os problemas de hibridacdo sé@o similares aqueles encontrados em outras
espécies da familia Solanaceae de grande importancia econdmica como tomate,
tabaco e batata. A superacéo dessas barreiras de incompatibilidade, segundo esta

autora, € um dos mais importantes avancos no melhoramento de plantas,

permitindo uma consideravel expansdo do conjunto génico das espécies.

3.1.4.4. Aclimatizagao e confirmacéo da fertilidade do hibrido

Ao final de 30 dias de aclimatizacdo em casa de vegetacdo houve 100% de
sobrevivéncia das mudas dos parentais e do hibrido resgatado in vitro (Figura 13A
e B). Os botdes florais das plantas F1 foram autofecundados resultando em 85% de
producédo de frutos, com uma taxa de germinacédo das sementes F2 de 74% entre
papel germiteste em gerbox. As sementes F. apresentaram coloragéo e formato
normal, semelhantes aos parentais (Figura 13C). Este resultado confirma a

fertilidade do hibrido e a superacédo da barreira pos-zigoética deste cruzamento.

jrm— frmm—

Figura 13. Hibrido do cruzamento entre UENF 632 x UENF 1623. A-B) Aparéncia
geral, flor e fruto do hibrido F1; C) Sementes do hibrido F2. Bar = 1.0 cm.
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3.1.5. CONCLUSOES

Os resultados moleculares confirmam que os gendétipos UENF 1632 e UENF
1623 pertencem a espécie C. annuum. Analises morfolégicas, anatdbmicas e
histoquimicas, bem como o cultivo de embrides confirmam que a incompatibilidade
intraespecifica entre C. annuum UENF 1632 e UENF 1623 é causada pela
malformacéo do endosperma. O resgate de embrides é eficiente na superacéo da
barreira pds-zigotica de cruzamentos intraespecificos entre C. annuum, produzindo
hibridos férteis e permitindo sua utilizacdo nos programas de melhoramento de

plantas.
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3.2. USO DE DIFERENTES VEDACOES, SACAROSE E IRRADIANCIA NO
CULTIVO in vitro DE Capsicum annuum

3.2.1. INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais € uma ferramenta biotecnoldgica bastante utilizada
para diversas finalidades, tanto para a propagacao de plantas quanto para auxiliar
programas de melhoramento genéticos de plantas. E consiste no emprego da
totipoténcia celular, ou seja, na capacidade regenerativa das células, tecidos e
orgaos vegetais, disponibilizando aos explantes condi¢cdes apropriadas para o seu
desenvolvimento. O cultivo in vitro é realizado em frascos com meio de cultura
contendo macro e micronutrientes, vitaminas, aminodacidos, fitorreguladores, fonte
de carbono e agua. (Carvalho et al., 2011).

O ambiente de cultivo in vitro convencional em frascos tampados apresenta
baixa troca gasosa e baixa iluminacdo. Neste sistema de cultivo in vitro tido como
convencional, existe a vedacdo dos frascos com tampas rosqueaveis, filmes de
aluminio, filmes plasticos transparentes (cloreto de polivinila) e tampas padrdo de
polipropileno. A finalidade € prevenir a desidratacdo dos explantes e do meio de
cultura, além de evitar contaminacfes por microrganismos, como bactérias e
fungos (Skrebsky et al., 2004).

No entanto, estas vedagOes constituem uma barreira a gases o que

normalmente restringem as trocas gasosas entre a atmosfera interna do frasco de
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cultura e a atmosfera externa da sala de cultura o que pode levar a desordens
morfo-fisiologicas (Nguyen e Kozai, 2005; Zobayed, 2006).

Devido a vedacédo dos frascos, as taxas de transpiracédo e de fotossintese sao
baixas, além de ocorrer dificuldade na absorcao de agua e nutrientes, elevada taxa
de respirag&o no escuro o que ocasiona uma redugao no crescimento dos explantes
(Kozai et al.,, 1997). A alta umidade relativa dentro dos frascos também é
problematica, uma vez que pode diminuir a deposicdo de ceras epicuticulares e 0
desenvolvimento de estdmatos funcionais nos explantes (Chandra et al., 2010).

O acucar presente no meio de cultura tem como funcao ser utilizado como fonte
de energia, influenciando a fisiologia da planta, a diferenciac&o e o crescimento dos
tecidos e 6rgados. Como a taxa fotossintética in vitro € baixa ha a necessidade do
fornecimento dessa fonte de carbono, que no cultivo in vitro pode variar geralmente
de 20 a 40 g L* de acordo com o objetivo do cultivo (Calvete et al., 2002; Skrebsky
et al., 2004).

No cultivo in vitro convencional os explantes crescem em condicdes
heterotréficas e, ou mixotroficas, que alteram o padrdao anatbmico e
morfofisiolégico, podendo causar estresse nas plantas quando forem
aclimatizadas. Por outro lado, um cultivo mais fotoautotréfico in vitro, com a reducéo
da sacarose, aumento da iluminacdo e das trocas gasosas, pode contribuir na
reducado do estresse das plantas (Costa, 2012).

Uma forma de melhorar as trocas gasosas € o uso de membranas permeaveis
a gases, reduzindo a umidade relativa do ar e aumentando a transpiracdo e a
efetiva absorcdo de agua e nutrientes pela planta. Pode ainda favorecer a
manutengdo da concentracdo de CO» adequada para estimular a fotossintese e
reduzir a concentracao de etileno (Kozai e Kubota, 2001; Xiao et al., 2011).

Varios trabalhos tém verificado a influéncia das trocas gasosas na morfogénese
in vitro de diversas espécies (Park et al., 2004; Ribeiro et al., 2009; Yoon et al.,
2009; Aragon et al., 2010; Cha-Um et al., 2010), inclusive do género Capsicum
(Santana-Buzzy et al., 2005; Mohamed e Alsadon, 2011).

Trabalho realizado por Walter (2015), com germinacéo in vitro de embrides
isolados de pimentas (C. annuum L., C. baccatum L., C. chinense L. e C. frutescens
L.), demonstra que as plantas cresceram em condi¢des fotoautotréficas, com meio

de cultura sem sacarose, no entanto com baixa troca gasosa e com baixa



39

intensidade luminosa (Walter, 2015). Segundo o autor, provavelmente, pode ter
levado a baixa sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacao.

Além disto, as plantas do género Capsicum apresentam alta sensibilidade ao
etileno, apresentando caracteristicas como clorose e abscisdo foliar juntamente
com a rapida perda de vigor (Santana-Buzzy et al., 2005). O que pode ser superado
com 0 uso de recipientes com maior troca gasosa.

Desta forma, objetivou-se com este trabalho determinar a influéncia de
diferentes vedacOes, intensidades luminosas e sacarose na germinacao e

crescimento in vitro de Capsicum annuum.

3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Cultivo in vitro convencional

A cultura de tecidos aplicada ao género Capsicum € usada principalmente nos
programas de melhoramento genético além de estudos sobre as respostas
fisiol6gicas in vitro, o que gera contribuicdes para pesquisas com transferéncias de
genes, eliminacéo de patégenos e selecao de gendtipos melhorados (Kothari et al.,
2010). Uma vez que este género ndo apresenta problemas de propagacao, sendo
utilizado suas sementes para esta finalidade.

Na forma convencional, durante o cultivo in vitro sdo utilizados frascos vedados
0 que leva a apresentarem baixa troca gasosa, além de possuirem baixa
intensidade luminosa fornecida por lampadas, em geral, variando de 30 a 60 pumol
m? st Os explantes de forma geral, ndo possuem o aparato fotossintético
funcional, assim ha a necessidade da adicdo de uma fonte de carbono ao meio de
cultura para promover o crescimento vegetal (Skrebsky et al., 2004).

Os explantes crescem em condi¢des heterotroficas e, ou mixotréficas, no
entanto estes processos podem prejudicar seu crescimento, que geralmente é
observado com maior relevancia durante a fase de aclimatizacdo (Costa, 2012).

As restricdes do cultivo in vitro convencional tais como o elevado custo de
producdo, atribuido principalmente ao lento crescimento e longo periodo de

regeneracao das plantas, a elavada porcentagem de contaminagédo e a baixa
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porcentagem de sobrevivéncia das plantas na aclimatizagéo, além é claro, da méo
de obra qualificada (Kozai et al., 2005). Assim trabalhos que envolvam melhorias
nestas condi¢cdes sao de extrema importancia para auxiliar na redugéo de custo de
producéo.

A alta umidade relativa no interior dos frascos e a baixa irradiancia séo
consideradas os principais fatores envolvidos na desorganizagdo dos tecidos
vegetais, baixo funcionamento dos estdbmatos e a reduzida camada de cera
epicutilar na anatomia foliar de plantas produzidas por cultura de tecidos. Estas
caracteristicas levam ao baixo controle da perda de 4gua durante a aclimatizacéo,
onde sdo submetidas as condi¢cdes naturais (Albany et al., 2005; Deccetti et al.,
2008; Silva et al., 2008). Ou seja, a umidade relativa no interior dos frascos pode
causar anomalias anatdémicas que, geralmente, reduzem as taxas de sobrevivéncia
durante a transferéncia para o ambiente ex vitro (Hazarika, 2006).

Outros problemas encontrados no método convencional sdo 0s baixos niveis
de CO: e a produgédo, o acumulo de etileno nos frascos fechados e a inibicdo de
enzimas do ciclo de Calvin pela sacarose. Estes fatores interferem diretamente nas
taxas fotossintéticas das plantas cultivadas in vitro, e consequentemente, alteram
as taxas de multiplicacdo e a sobrevivéncia das plantas durante o processo de
aclimatizacao (Tanaka et al., 2005; Aragon et al., 2010).

A transferéncia das plantas in vitro para condicdes ex vitro pode resultar na
baixa taxa de sobrevivéncia durante a aclimatizacdo, acarretando estresses
fisiologicos, sendo esta a fase considerada mais delicada da cultura de tecidos
(Kodym e Zapata-Aria, 1999; Kozai e Kubota, 2001).

3.2.2.2. Cultivo fotoautotroéfico in vitro

O cultivo autotréfico in vitro € considerado uma alternativa para garantir maior
eficiéncia técnica e econdmica na cultura de tecidos. Diversos trabalhos tém sido
realizados com o objetivo de melhorar as condicbes de cultivo para diversas
culturas (Afreen et al., 2002; Morini e Melai, 2003; Couceiro et al., 2006; Santana
et al., 2008; Barbosa, 2016).

O cultivo fotoautotréfico in vitro € caracterizado pelo crescimento e
desenvolvimento das plantas tendo como fonte a fotossintese e a absorcdo de

nutrientes inorganicos do meio de cultura (Kozai et al.,, 2005). Fazendo um
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comparativo com o cultivo convencional, é possivel reduzir o tempo de cultivo em
até 30% e resolver problemas de mau funcionamento de estbmatos e
hiperidricidade (Afreen et al., 2002). Dentre as limitacdes para se obter um cultivo
autotréfico adequado para a maioria das espécies estdo o ajuste da concentracao
da sacarose e trocas gasosas.

O cultivo pode ser feito sem a fonte de carbono adicionado ao meio de cultura.
Esta forma de cultivo pode ser chamada também de cultivo fotossintético in vitro,
cultivo inorgéanico ou cultivo isento de acucar (Kozai, 1991; Kozai et al., 2005).

O cultivo fotoautotrofico in vitro foi desenvolvido na década de 80. Desde entédo
varios estudos tém sido realizados para investigar os efeitos do microambiente dos
recipientes de cultivo no crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro
(Zobayed et al., 2001; Yoon et al., 2009; Kozai, 2010).

Algumas plantas possuem a habilidade de crescer in vitro de forma
fotoautotrofica, isto €, sem sacarose no meio de cultura e sob condi¢cdes ambientais
gue promovam a fotossintese (Kozai, 1991). O cultivo fotoautotréfico in vitro, além
de poder aumentar o crescimento dos explantes, pode reduzir os riscos de
contaminacdo microbiana e podem melhorar as caracteristicas fisiologicas da
planta facilitando sua aclimatizacdo (Kodym e Zapata Arias, 1999; Afreen et al.,
2002; Kozai e Nguyen, 2003; Zobayed, 2006).

A propagacao in vitro ideal seria manter as mesmas condi¢cdes do ambiente
externo, como os niveis ideais de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos e a
concentracéo de CO: (Xiao et al., 2011).

Um dos principais trabalhos sobre o cultivo fotoautotrofico foi o de Kozai et al.
(1988) com batatas (Solanum tuberosum L.) em meio de cultura sem fonte de
carbono, com o objetivo de desenvolver um sistema de propagacdo em massa,
automatizado para produzir batata-semente livre de doencas. Os trabalhos de
Kozai e Iwanami (1988) e Pospisilova et al. (1988) também alcancaram sucesso no
cultivo fotoautotrofico de cravo (Dianthus caryophyllus L.) e tabaco (Nicotiana
tabacum L.), respectivamente.

Uma forma para fornecer a entrada de CO> no interior dos frascos de cultivo é
0 uso de tampas que permitem trocas gasosas (Erig e Schuch, 2005). Aumentando
as trocas gasosas, o0 CO2 entra constantemente no frasco e ha reducéo significativa
nas concentracoes de etileno e da umidade relativa no interior dos frascos de cultivo

(Kozai e Nguyen, 2003). Com este objetivo estdo sendo utilizadas membranas
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porosas permedveis a gases (Xiao et al., 2011). Kozai e Kubota (2001) relataram
gue as mudancgas no microambiente dos frascos de cultura promovidas pelas trocas
gasosas, favorecem a manutencdo da concentracdo de CO», estimulam a
fotossintese e reduzem a concentracéo de etileno e a umidade relativa dentro dos
frascos de cultivo.

3.2.2.3. Fonte de carbono
A sacarose é a fonte de carbono mais utilizada no cultivo in vitro, pois é
considerada a mais adequada ao crescimento, diferenciacdo dos tecidos e
absorcao com maior rapidez (Ferreira et al., 2002; Skrebsky et al., 2004).
A propagacao in vitro tradicional tem como premissa a presencga de sacarose
no meio de cultivo, uma vez que este composto eleva a producdo de biomassa e
pode contribuir para aumentar o enraizamento de muitas espécies in vitro
(Grattapaglia e Machado, 1990; Walter, 2015). No entanto, o excesso de sacarose
pode aumentar o grau de contaminacao do meio de cultivo, promover alteracéo no
estado hidrico, inibir a sintese de clorofila, diminuir as atividades de algumas
enzimas do ciclo de Calvin e assim comprometer significativamente a capacidade
fotoautotréfica (Kozai, 1996).
A sacarose se mostra de extrema importancia na cultura de tecidos, pois é
a fonte de carbono para o crescimento e desenvolvimento do explante, quando a
taxa fotossintética nas condi¢cdes in vitro ndo € otimizada. Este composto é
indispensavel, jA que o sistema tradicional de cultivo ndo é suficientemente
autotrofico (Barrueto Cid, 2001).
Os carboidratos fornecem energia metabdlica e esqueletos carbénicos para
a biossintese de aminoacidos e proteinas e polissacarideos estruturais como
celulose (Torres et al.,, 1998). Entretanto, quando as fontes de carbono sao
adicionadas em altas concentracfes, o potencial osmético do meio pode acarretar
estresse hidrico, com perdas de hidratacdo dos tecidos na condi¢éo in vitro (Souza,
1995).
Os estudos fisiologicos de fatores ambientais, ligados a atividade
fotossintética de plantas em cultura de tecidos, sdo fundamentais para 0 processo
de propagacéo in vitro bem como o acompanhamento do material vegetal até as

condicdes ex vitro, apos a utilizacdo de pré-tratamentos in vitro. A utilizacdo de
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fatores ambientais como niveis de irradiancias e compostos organicos como a
sacarose foram estudados em Ceratonia siliqua L. Nesse trabalho, foi verificado
que maiores valores de area foliar foram obtidos em combinagbes com menor
concentragéo de sacarose e sob alta e baixa irradiancia com maior concentragéo
de sacarose (Vinterhalter et al., 2001).

Entretanto, os estudos com tabaco (Nicotiana tabacum) mostraram que 0s
maiores valores de area foliar total foram encontrados nos pré-tratamentos com alta
irradiancia e alta concentracdo de sacarose no meio (Kadlecek et al., 2001). Neste
trabalho, foi verificado um aumento de espessura foliar em condi¢cdes elevadas de
irradidncia associadas a presenca de sacarose. Segundo os autores, esses dois
fatores foram os principais responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento de
plantas in vitro da espécie em estudo. Nesse caso, o controle do ambiente e do
meio de cultura pode refletir a possibilidade de adequar as condi¢des in vitro, com
0 objetivo de aproxima-lo ao maximo do ambiente ex vitro. Tal agdo pode diminuir
as perdas na aclimatizacao.

Em elevadas concentracfes de sacarose, o0 crescimento de plantas de rosa
teve forte impacto no teor de amido nas folhas e, posteriormente, na fotossintese
(Capellades et al., 1991). Neste trabalho, observou-se uma quantidade elevada de
granulos de amido nas plantas crescidas em meio com 5% de sacarose, enquanto
gue nos teores de 0 a 1%, nenhum granulo foi observado. Paralelamente, o
aumento na concentracdo da sacarose em niveis em torno de 5% reduziu,
consideravelmente, a fotossintese. Tal comprometimento na fotossintese foi
associado a alteracdes na emissao de fluorescéncia da clorofila (Capellades et al.,
1990).

Apés quatro dias de cultivo, plantas de orquideas em condicOes
fotoautotréficas apresentaram maior crescimento, maiores taxas de fotossintese
liquida e massa da matéria fresca e seca. O valor destas duas ultimas variaveis foi
1,5 vezes superior ao das plantas cultivadas em condi¢des fotomixotroficas (com

sacarose no meio e sem ventilacdo forcada) (Hahn et al., 2001).

3.2.2.4. Intensidade luminosa

A luz é utilizada na sala de cultura como estimulo ao crescimento e ao

desenvolvimento de plantas. A acdo deste fator € devido a sua importancia em
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relacdo aos mecanismos da fotossintese, da fotomorfogénese e do fototropismo
(Genoud et al., 1999; Pyke e Lépez-Juez, 1999). A luz branca fluorescente
apresenta uma composicao espectral que pode variar e, com isto, causar respostas
diferenciadas na cultura in vitro. Como exemplo, em alguns casos, a predominancia
na emissao de fotons na regido do vermelho até o azul pode estimular a indugéo
de calos, quebrar a molécula de AIA (acido indol acético) e ainda estimular a
inducdo de brotos. Porém, nesta regido do espectro, pode ter inibicdo na inducdo
de raizes (Chamovitz e Deng, 1996; Barrueto Cid, 2001).

A exposicdo do material vegetal in vitro em intensidades luminosas
combinadas com composi¢des espectrais pode fazer parte de estudos em varios
aspectos, como foi feito naqueles relacionados a proliferacao de brotos em atemoéia
(Rasai et al., 1994), em maca (Noé et al., 1997), em azaleias (Marks e Simpson,
1999) e em petunia (Michalczuk e Michalczuk, 2000); no desenvolvimento de brotos
em alfarraba (Vinterhalter et al., 2001) e em tabaco (Radochova et al., 2000;
Kadlecek et al., 2001).

Em geral, a intensidade da luz na faixa de 400 a 500 pmol m2 s** melhora a
atividade fotossintética (Hdider e Desjardins, 1994). Kozai et al. (1988, 1991), Lee
et al. (1995) e Dubé e Vidaver (1992) mostraram que a elevacao da intensidade
luminosa, fornecida durante o cultivo in vitro, resultou no aumento na fotossintese.
Tendo as demais condicfes necessarias para se obter uma elevada atividade
fotossintética, o aumento da intensidade luminosa pode melhorar o crescimento do
explante. Entretanto, Lee et al. (1995) citam que, na presenca de 314 umol m? s -1
de fluxo de fotons fotossintéticos, as plantas tiveram menor saturacao fotossintética
do que as plantas crescidas sob intensidade de luz considerada média (115 pmol
m2 s?). A diminuicdo da fotossintese foi atribuida a danos especificos nos
pigmentos receptores de luz ligados ao sistema antena dos fotossistemas. JA Anna
et al. (1999) citam que, sob um maior fluxo de fétons fotossintéticos (FFF) (70 pumol
m2 s) e, tanto em condi¢cGes fotomixotréfica (sacarose 15 g L) e fotoautotréfica,
o0 crescimento de brotos de explantes de roseiras (cv. Samanta e Landora)
cultivados in vitro foi superior quando comparado ao crescimento sob um menor
FFF (35 pmol um=2 s1),

Uma interacdo significativa foi observada entre o DIF (diferenca da
temperatura média diurna com a média noturna) e o FFF, em cultivos de plantas de

Rehmannia glutinosa, em condi¢cfes fotoautotréfica e fotomixotrofica (Cui et al.,
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2000). O maior crescimento das plantas foi em DIF positivo (+8 DIF; 18/25°C) e
com o FFF de 210 umol m? s1. Qutra concep¢do de fornecimento de energia
luminosa no ambiente in vitro é o uso de luz natural. Em bananeira, Kodym e Arias
(1999) utilizaram a luz natural numa intensidade média de 570 pmol m? s de FFF,
temperatura de 23-30°C e fotoperiodo de 12-16 h. Nestas condi¢fes, houve a maior
producao de brotos comparativamente a plantas crescidas em luz artificial a 65
umol m2 s, temperatura de 23-29°C e fotoperiodo de 16 h.

3.2.2.5. Trocas gasosas e membranas permeaveis a gases

Os explantes sdo normalmente cultivados in vitro em recipientes (frascos)
fechados, que influenciam tanto a umidade relativa como as concentragdes de CO2
do microambiente (Smith e Spomer, 1995). Esse ambiente convencional in vitro é
caracterizado pela alta umidade relativa do ar, baixa concentragéo de CO: e pelo
acumulo de etileno (Kozai et al., 1996; Hazarika, 2006; Xiao et al., 2011).

Nestes sistemas convencionais de propagacao in vitro as trocas gasosas sao
realizadas pela ventilacdo que ocorre mediante a difusdo de ar na area de contato
entre a tampa e o frasco. Essa troca gasosa ocorre em funcéo dos gradientes de
pressdo e temperatura entre o interior e o exterior do frasco, pelo gradiente de
concentragéo de gases (O2, COo, vapor de agua, dentre outros) e pela velocidade
e padrdo de movimento do ar em torno do frasco (Xiao et al., 2011).

A concentracgdo reduzida de CO2 no frasco de cultura é parcialmente devido a
baixa taxa de ventilacdo no sistema tradicional de cultura in vitro, limitando a
disponibilidade de CO> em frascos pequenos. A baixa concentracdo desse gas
inibe a atividade fotossintética das plantas in vitro e forca o crescimento
heterotréfico ou fotomixotrofico pela absorcédo do acucar do meio de cultura como
principal fonte de carbono (Nguyen e Kozai, 2005).

O uso de diferentes tipos de vedacdo dos frascos de cultura in vitro que
permitam maior troca gasosa pode aumentar o crescimento dos explantes e a
viabilizacdo de sistemas de propagacao fotoautotréfica. A modificacdo do
microambiente do frasco de cultura promovida pelas trocas gasosas favorece a
manutencdo da concentracdo de CO. adequada para estimular a fotossintese e
reduz a concentragao de etileno e a umidade relativa dentro dos frascos de cultivo
(Kozai e Kubota, 2001).
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No cultivo fotoautotréfico in vitro, uma forma de melhorar as trocas gasosas € o
uso de membranas permedveis a gases. Dessa forma, com o uso das membranas
pode-se reduzir a umidade relativa do ar e aumentar a transpiragéo e a efetiva
absorcédo de agua e nutrientes pela planta (Xiao et al., 2011).

Portanto, o emprego de membranas permedaveis a gases € uma alternativa que
pode melhorar as condi¢des ambientais in vitro, proporcionando aumento nas
trocas gasosas do ambiente com o interior dos frascos. Além disso, a eliminacdo
ou reducéo da sacarose do meio de cultura também pode contribuir para a ativacao
e funcionamento do aparato fotossintético da planta. O cultivo fotoautotréfico
possibilita resolver um dos problemas do cultivo in vitro convencional que é a
transicéo brusca das plantas de uma condigcao heterotrofica ou mixotrofica in vitro
para uma condicéo autotréfica durante a aclimatizacéo (Saldanha et al., 2012).

Diferentes tipos de membrana tém sido disponibilizados comercialmente para
proporcionar trocas gasosas em frascos de cultura in vitro de plantas, como:
membranas MilliSeal® (MilliSeal, Nihon Millipore Ltda., Yonezawa, Japan),
Milliwrap® (Millipore Corporation, USA), disco transparente de polipropileno
(Courtaulds Films, Bridgewater, Somerset, UK), membranas de Teflon (Flora
Laboratories; Australia), Suncap® (Sigma, USA) e discos TQPL® (TQPL Supplies,
UK) (Zobayed, 2005).

Diversas espécies ja foram propagadas in vitro com sucesso usando
membranas MilliSeal® para melhorar as trocas gasosas no frasco de cultura in vitro,
dentre essas: Azadirachta indica (Rodrigues et al., 2011), Aloe polyphylla (lvanova
e Van Staden, 2010), Solanum melongena (Ribeiro et al., 2009), Uniola paniculata
(Valero-Aracama et al., 2007), Hypericum perforatum (Couceiro et al., 2006), Alhagi
graecorum (Zobayed et al., 2006), Eucalyptus tereticornis (Shavalli Khan et al.,
2002). A utilizacdo de membranas que aumentam as trocas gasosas entre 0 espaco
interno do frasco de cultura e o ambiente pode também ser importante para a
producdo de metabdlitos secundarios in vitro (Tisserat et al., 2002; Srivastava e
Srivastava, 2008; Tisserat et al., 2009; Rodrigues et al., 2011; Xiao et al., 2011)

No entanto, membranas MilliSeal® sdo de dificil obtenc&o no Brasil além do seu
elevado custo. Assim, membranas microporosas preparadas artesanalmente sao
altamente viaveis, e podem ser usadas como alternativa para melhorar as trocas
gasosas (Saldanha et al., 2012). Estas membranas sdo compostas por duas ou

mais camadas de fita microporosa sendo que entre as camadas ha uma camada
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da fita veda rosca de politetrafluoretiieno (PTFE). Em um trabalho com ginseng
brasileiro ndo houve diferenca entre os tratamentos com membranas MilliSeal® e
com membranas caseiras. Os autores concluem que as membranas caseiras
podem ser uma alternativa viavel de baixo custo para o sistema fotoautotrofico
(Saldanha et al., 2012).

O custo das membranas artesanais € de aproximadamente US$ 0,082 nos
EUA, enquanto a membrana comercial MilliSeal® custa US$ 0,860, possibilitando a
reducdo de custos. Além disso, as membranas caseiras sdo facilmente preparadas
e utilizadas, o que evita problemas relacionados ao tempo de envio dos EUA ao
Brasil (Saldanha et al., 2012).

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Germoplasma

Foram utilizados como explantes sementes fisiologicamente maduras de
pimentdo Capsicum annuun comercial Topseed® (Casca dura ‘lkeda’) lote 052931.

O experimento foi conduzido no Setor de Horticultura do Laboratério de
Fitotecnia — LFIT, no Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias — CCTA da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF localizado no
municipio de Campos dos Goytacazes (Latitude = 21°19°23”, Longitude =
41°10°407; Altitude = 14 m).

3.2.3.2. Desinfestacdo das sementes

As sementes foram desinfestadas por um minuto em &lcool 70% (v/v),
posteriormente imersas em 80 mL de solu¢édo de hipoclorito de sédio (NaClO) a
0,7% com adicdo de duas gotas de Tween 20 por 15 minutos e lavadas por trés
vezes em agua deionizada e autoclavada nos tempos de 5, 10 e 10 minutos em

fluxo laminar, respectivamente.
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3.2.3.3. Conducgéao do experimento

ApoOs a desinfestacéo, as sementes foram inoculadas em frascos (65 x 125 mm),
com 40 mL meio de cultura contendo metade da concentracdo dos sais minerais
do MS, complexo vitaminico de White (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg L de
mio-inositol, com pH ajustado para 5,7+0,1 e solidificado com 7 g L de agar
bacterioldgico Vetec® antes da autoclavagem por 15 minutos a 121°C e 1,1 atm de
pressao.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
em esquema fatorial 3x3x2, com trés tipos de vedacdo dos frascos, trés
intensidades luminosas e duas concentracdes de sacarose com oito repeticoes.
Cada repetigéo foi constituida por um frasco com cinco explantes (Figura 14).

As vedacgOes utilizadas foram (TR) tampa rigida de polipropileno, (PVC) filme
PVC e (M2) tampa rigida com vedacdo utilizando filtros de membranas
microporosas, composta por duas camadas de fita microporosa Missner®, sendo
gue entre as duas camadas foi colocada uma camada da fita veda rosca de PTFE
(politetrafluoretileno) Amanco® (Figura 15) (Saldanha et al., 2012), neste tratamento
foram perfurados dois orificios de 10 mm de diametro onde foram colocadas as
membranas.

As intensidades luminosas foram providas por lampadas fluorescentes
OSRAMP® luz do dia, fotoperiodo de 16:8 horas luz:escuro e irradiancias de 65, 121
e 240 pmol m? st de FFF. Foi utilizado um radidmetro para essa medicdo. As
concentracdes de sacarose utilizadas foram 20 e 0 g L™ adicionadas ao meio antes
do processo de autoclavagem. Na sala de crescimento, a temperatura e a umidade

relativa foram medidas pelo datalogger Kimo — Kistock KM 110® (Figura 16 A e B).
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Vedacgao Intensidade luminosa Sacarose
Tampa 2
Rigida 65 pmol m-* s 0gL!
: X X
Filme 121 lm? sl
PVC HIMOL M-S 20g L
Membrana 240 pmol m-? s’
microporosa

Figura 14. Infografico do esquema fatorial do experimento com diferentes
vedacOes, intensidades luminosas e concentracdes de sacarose na germinacao
das sementes e crescimento in vitro de plantas de Capsicum annuum.

A B C

D FITA MICROPOROSA

Figura 15. Modelo da confeccdo de membranas microporosas caseiras nas tampas
dos frascos de cultivo. A) Membranas M2 com duas camadas de fita microporosa
e uma de politetrafluoretileno. B) Vista superior da tampa com membrana caseira.
C) Vista inferior da tampa com membrana caseira. Adaptado de Saldanha et al.,
(2012) (A) e Barbosa (2016) (B - C). Barra= 2 cm.
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Figura 16. Gréficos das variaveis temperatura (A) e umidade relativa (B) da sala de
crescimento durante os 45 dias de conducdo do experimento de germinacao das
sementes e crescimento in vitro de plantas de Capsicum annuum.

O experimento foi mantido em sala de cultivo por 45 dias. Ao final deste periodo
50% das plantas foram utilizadas para a avaliacdo da porcentagem de germinacao,
comprimento da parte aérea, volume de raiz, area foliar, nimero de folhas, massa
da matéria seca da parte aérea, raiz e total.

A area foliar foi mensurada por meio do aparelho LI — 3100 (LICOR, Lincoln, NE,
USA). A altura da parte aérea foi obtida por meio de um paquimetro digital. Para a
massa da matéria seca, tanto a parte aérea como as raizes foram colocadas em

envelopes de papel e secadas em estufa de ventilagdo forcada a 70°C por 72h
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guando foi obtida massa constante. O volume radicular foi medido pelo
deslocamento da 4gua em uma proveta provocada pela introducado da raiz.

A capacidade fotossintética das plantas também foi avaliada. Foram feitas
avaliacOes relacionadas a eficiéncia fotoquimica: FV/Fm, Pl e Intensidade de verde.

3.2.3.3.1. Rendimento quéantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm) e indice

Fotossintético — Photosynthetic Index (PI)

Para a avaliacao da eficiéncia fotoquimica, o rendimento quéntico maximo do
fotossistema Il (PSII) (Fv/Fm) e o indice Fotossintético (PI) (PI=RC/ABS x Fv/Fo x
ET/(TR-ET), foram determinados na terceira folhna mais desenvolvida por meio de
um fluorimetro n&o-modulado, modelo Pocket PEA Chorophyll Fluorimeter
(Hansatech Instruments — King“s Lynn, Norfolk). Os frascos de cultivo nessa
avaliacdo foram colocados 20 minutos no escuro, para a adaptacdo dos
cloroplastos ao escuro, com finalidade de maior precisdo dos centros de reacdes
do fotossistema Il (PSIl). Para a leitura o equipamento incidiu um feixe de luz de
3500 pumol de fotons m? st com assisténcia de trés diodos emissores de luz com

comprimento de 650 nm.
3.2.3.3.2. Intensidade de verde

A estimativa de intensidade da cor verde foi avaliada nas plantas por meio do
medidor portétil de clorofila SPAD-502 Chlorophyll Meter (Minolta, Japao). Foram
feitas trés leituras em cada folha amostrada. As maiores folhas foram escolhidas

para a realizacdo das medicoes.

3.2.3.3. Andlises estatisticas

As varidveis foram submetidas a testes iniciais de homogeneidade e
normalidade. Os dados de germinacédo, volume radicular, area foliar, massa da
matéria seca da parte aérea, raiz e total, Fv/Fm e Pl foram transformados por raiz
quadrada (y = Vx+0,5). Em seguida, foi realizada a analise de variancia e os graus

de liberdade dos tratamentos e suas interacbes foram desdobradas pelo teste
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Tukey a 5% de probabilidade com o auxilio do programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2011).

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.4.1. Germinagao e crescimento in vitro

Com a analise de variancia foi possivel verificar que houve diferencas
estatisticas em todas as variaveis. No entanto, apenas para comprimento da parte
aérea e germinacao nao houve interacao significativa entre as fontes de variacao
(Tabela 4).

A sacarose foi o unico fator que influenciou na germinacédo das sementes de
C. annuum (Tabela 4). Sementes colocadas em meio de cultura sem sacarose
obtiveram maior germinacdo (89%) quando comparadas as crescidas sem
sacarose no meio de cultura (Figura 17). A sacarose interferiu negativamente no
processo germinativo das sementes de C. annuum.

A diminuicdo da porcentagem de germinagao com aumento na concentracao
de sacarose tem sido relatada por outros pesquisadores, devido a mudancas no
potencial osmético do meio de cultura causado pela sacarose (Reis et al., 2008).
Concentracfes elevadas de sacarose fazem com que o0 meio de cultura
disponibilize menor quantidade de agua para o embrido, dificultando o processo de
germinacao (George, 2008). Embora ndo haja muitos relatos para Capsicum, 0
trabalho de Walter (2015) com C. annuum, C. frutescens, C. chinense e C.
baccatum evidenciou que na auséncia de sacarose a porcentagem de germinacgao
foi mais eficiente do que em meio com sacarose. Pinheiro et al. (2001) trabalharam
com Hancornia speciosa e também descobriram que na auséncia e na presenca de
10 g L' de sacarose, a porcentagem de germinacdo foi maior, € maiores
concentragdes proporcionaram uma diminui¢do na porcentagem de germinagéao.

A sacarose ndo € necessaria para a germinacdo in vitro de embrides
cotiledonares de C. frutescens e C. baccatum. Em C. frutescens a germinagao foi

menor quando acrescentaram sacarose ao meio de cultura (Walter et al., 2018). O
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mesmo foi observado na germinacao in vitro de sementes de C. frutescens por
Walter (2015).



Tabela 4. Resumo da analise de variancia com quadrados médios para os efeitos da Intensidade Luminosa (IL), Sacarose (Sac) e
Vedagéao (Ved) e suas interagdes na eficiéncia da germinagéo e crescimento in vitro de sementes de Capsicum annuum. Campos dos
Goytacazes, RJ, 20109.

QMm@
FV GL Germ CPA VR NF AF MSPA
Intensidade Luminosa (IL) 2 0,28 475,92* 0,02* 0,52" 0,87* 0,00m
Sacarose (Sac) 1 2,86* 598,77* 0,08* 23,43* 6,65* 0,07*
Vedacao (Ved) 2 0,17m 1548,15* 0,04* 50,03* 40,72* 0,10*
IL x Sac 2 1,02ns 34,45" 0,00m 2,16* 0,66* 0,00"
IL x Ved 4 0,96" 34,94 0,02* 0,66" 0,47* 0,00*
Sac x Ved 2 0,85" 22,14 0,01m 6,20* 0,98* 0,00*
IL x Sac x Ved 4 0,91m 15,57 0,01m 0,03" 0,19 0,00m
Erro 53 0,69 21,53 0,01 0,46 0,10 0,00
C.V. (%) 19,51 16,14 6,95 12,14 10,43 18,72
QM
FV GL MSR MST SPAD FVIFM Pl
Intensidade Luminosa (IL) 2 0,00m 0,01* 273,29* 0,01* 0,66*
Sacarose (Sac) 1 0,02* 0,07* 174,50* 0,01* 0,00"
Vedacao (Ved) 2 0,03* 0,13* 682,45* 0,02* 5,28*
IL x Sac 2 0,02* 0,00m 101,48* 0,00m 0,15"
IL x Ved 4 0,01* 0,00* 118,10* 0,00m 0,06"
Sac x Ved 2 0,00* 0,00m 81,99"s 0,01* 0,79*
IL x Sac x Ved 4 0,00 0,00m 14,16 0,00m 0,01"s
Erro 53 0,00 0,00 27,34 0,00 0,05
C.V. (%) 15,94 12,17 16,35 2,56 15,43

a s e * indicam nao significancia ou significancia em P <0,05. Legenda: Germ: Germinagao; CPA: Comprimento da pgrte aérea. VR:Volume raidular;
NF: NGmero de folhas; AF: Area foliar; MSPA, MSR e MST: Massa da matéria seca da parte aérea, raiz e total; PI: Indice fotossintético.

14°]
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Figura 17. Germinagéo (%) in vitro de sementes de Capsicum annuum cultivadas
in vitro por 45 dias na auséncia e com 20 g L'! de sacarose. Colunas seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).

Em relacdo ao comprimento da parte aérea € possivel verificar o efeito
isolado de cada fonte de variacdo (sacarose, intensidade luminosa e tipo de
vedacdo) (Tabela 4). As plantas apresentaram maior crescimento no meio com
sacarose (Figura 19D, E, F, J, K, L, P, Q, R), apresentando um comprimento da
parte aérea superior quando comparado com plantas germinadas em meios com
auséncia de sacarose (Figura 19A, B, C, G, H, I, M, N, O) (Figura 18A). A utilizacdo
de sacarose no meio de cultura fornece energia para o metabolismo vegetal in vitro
promovendo assim um maior desenvolvimento do vegetal quando comparado com

plantas cultivadas em meio na auséncia da mesma (Hazarika, 2003).
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Figura 18. Comprimento da parte aérea de plantas de Capsicum annuum apés 45
dias de cultivo in vitro. Efeito de: A) Sacarose; B) Intensidade luminosa; C) Tipo de
vedacdo. Colunas seguidas pelas mesmas letras néo diferem entre si pelo teste ®
F ou @Tukey (p<0,05).
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Quanto maior a intensidade luminosa menor o comprimento das plantas de
C. annuum (Figura 18B). Provavelmente as plantas em menor intensidade
estiolaram, buscando maior intensidade luminosa. Este maior comprimento das
plantas nas menores intensidades pode ser o resultado do processo de
estiolamento induzido pela intensidade luminosidade deficiente, ocasionando um
maior crescimento dos entrends com caules mais finos. Resultados similares
também foram obtidos por Radmann et al. (2001) para Gypsophila paniculata.

Com relagcdo ao sistema de vedacdo, observa-se que o filme PVC
proporcionou 0s menores comprimentos de parte aérea (Figura 19A, D, G, J, M, P),
seguido da tampa rigida de polipropileno (Figura 19B, E, H, K, N, Q). O melhor
resultado foi obtido com o uso de membranas permeaveis (Figura 19C, F, I, L, O,
R), uma vez que proporcionaram maiores trocas gasosas (Figura 18C). A vedacao
dos frascos limita as trocas gasosas com o ambiente, causando problemas em
algumas espécies durante o cultivo in vitro (Nguyen e Kozai, 2005; Alvarez et al.,
2012). Uma maior ventilacao dos frascos de cultura pode reduzir a umidade relativa
no cultivo in vitro e também aumentar a taxa de transpiracdo, o que favorece um
microambiente adequado para o crescimento da planta (Zobayed et al., 1999; Xiao
et al., 2011).

Numerosos estudos mostram o aumento do crescimento das plantas ao usar
membranas permedveis a gases: Kozai et al. (1988) em batata (Solanum
tuberosum), Kozai e Iwanami (1988) em cravo (Syzygium aromaticum), Nguyen e
Kozai (1998) em bananeira (Musa spp.), Xiao et al. (2003) em cana de acUcar
(Saccharum spp.), Lucchesini et al. (2006) em murta (Myrtus communis L.), Liao et
al. (2007) em gérbera (Gerbera jamesonii L.), Xiao e Kozai (2006) em Limonium
latifolium L., Zhang et al. (2009) em Momordica grosvenori L., larema et al. (2012)
e Saldanha et al. (2012) em ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata (Spreng), Pinheiro
et al. (2013) em oliveira (Olea europaea L.) e Batista (2012) em pimentao

ornamental (Capsicum annuum).
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Figura 19. Aspecto geral de plantas de Capsicum annuum apds 45 dias de cultivo
in vitro em diferentes concentracdes de sacarose, intensidades luminosas e tipo de

vedacdes. Barra= 1cm.
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A sacarose, aintensidade luminosa e a vedacéo afetaram o volume radicular
das plantas in vitro. No entanto, houve a interagc&o significativa entre intensidade
luminosa e tipo de vedacéo (Tabela 4). Assim como para o comprimento da parte
aérea, a presenca de sacarose no meio de cultura proporcionou maior volume
radicular (Figura 20) (Figura 21D, E, F, J, K, L, P, Q, R). O uso de uma fonte
exdgena de carbono no meio de cultura proporciona maior acimulo de biomassa e
crescimento do explante ao fornecer energia metabdlica e esqueletos carbbnicos
para a biossintese de aminoacidos e proteinas e polissacarideos estruturais (Torres
et al., 1998).

0,50 1~
0,45 1
0,40 +
0,35 1
0,30 1
0,25 4
0,20 +
0,15 4

Volume radicular (cm3)

0,10 4
0,05 A
0,00 -

Sacarose (gL?)

Figura 20. Volume radicular de plantas de Capsicum annuum germinadas e
desenvolvidas in vitro em diferentes concentracfes de sacarose apos 45 dias.
Colunas seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).
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Figura 21. Aspecto geral das raizes de Capsicum annuum cultivadas in vitro em
diferentes concentracdes de sacarose, intensidades luminosas e tipo de vedacoes.
Barra= 1cm.

Plantas cultivadas em 65 e 121 pmol m s'tindependente do tipo de vedacéo
nao diferiram entre si para o volume radicular (Tabela 5). Ou seja, nestas
intensidades o tipo da vedacdo néo influencionou no crescimento radicular.
Resultados similares foram obtidos por Magalhdes Junior e Peters (1991) que,
fornecendo diferentes intensidades de luz em brotos de ameixeira cultivados in
vitro, ndo observaram diferencas significativas no enraizamento. Radmann et al.
(2001) também afirmam que, para Gypsophila paniculata, as intensidades

luminosas utilizadas na fase de multiplicagdo n&o afetaram o posterior
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enraizamento dos brotos. Leite et al. (2000), contudo, relatam que uma maior
intensidade luminosa teve efeitos significativos no nimero de raizes emitidas por
brotacéo, no aumento de 25%.

No entanto, as plantas mantidas em 240 pmol m? s de FFF vedadas com
tampas com membranas permeaveis obtiveram um volume radicular superior aos
demais (Tabela 5) (Figura 210, R), evidenciando o efeito do aumento das trocas
gasosas associado a uma alta intensidade luminosa. Para apresentar bons
resultados de crescimento e desenvolvimento, ndo basta apenas aumentar a
densidade de FFF, mas sim permitir que os recipientes de cultivo in vitro permitam
maior troca gasosa. Como a troca gasosa do ambiente para o interior do frasco é
bastante reduzida no cultivo convencional, a oscilacdo na taxa fotossintética €
devida ao CO: (Park et al., 2011).

Tabela 5. Andalise de desdobramento do volume radicular de plantas de Capsicum
annuum em funcéo da interacdo entre a concentracdo de sacarose e o tipo de
vedacéao apos 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

Volume radicular (cms3)
Intensidade luminosa (umol m?2 s™)

Vedagdo 65 121 240
Filme PVC 0,38 aA 0,28 aA 0,32 bA
Tampa Rigida 0,35 aA 0,36 aA 0,35 bA
Membrana 0,35 aB 0,41 aB 0,66 aA
C.V. (%) 6,95

Médias seguidas da mesma letra maildscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Para o numero de folhas houve efeito significativo para a sacarose e tipo de
vedacdo, assim como para a interacdo entre intensidade luminosa e vedacéo e
entre intensidade luminosa e sacarose (Tabela 4). Plantas cultivadas em meios sem
sacarose e baixas intensidades luminosas (65 e 121 pmol m? s!) apresentaram
menor quantidade de folhas, 4,65 e 5,03 folhas por planta, respectivamente. No
entanto quando colocadas em uma intensidade maior (240 pmol m? s) as plantas

produziram mais folhas (Tabela 6). Observa-se ainda que se colocarmos em meio
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com sacarose (20 g L) ndo ha diferencas no nimero de folhas. O déficit causado
pela baixa intensidade luminosa é corrigido com o incremento da fonte de carbono

ao meio de cultura.

Tabela 6. Andlise de desdobramento do nimero de folhas de plantas de Capsicum
annuum em funcao da interacao entre a Intensidade luminosa e a concentracéo de
sacarose apoés 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

Sacarose (g L)

Intensidade luminosa

(umol m2 s%) 0 20
65 4.65 bB 6,22 aA
121 5,03 abB 6,43 aA
240 5,38 aA 5,82 aA
C.V. (%) 12,14

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste F e Tukey (P<0,05), respectivamente.

A auséncia de sacarose com o uso de filme PVC para a vedacéao prejudicou
o desenvolvimento e formacao de folhas (Tabela 7) (Figura 19A, G, M). O mesmo
€ observado quando usado a tampa rigida de polipropileno. Com estes dois tipos
de vedacao o uso da sacarose proporcionou um aumento significativo no nimero
de folhas. Estes fatos ndo sédo observados quando sdo utilizadas tampas com
membranas permedveis. Tanto com sacarose quanto na auséncia, as plantas
produziram o mesmo numero de folhas (Tabela 7).

A area foliar foi influenciada tanto pelos fatores vedacédo e intensidade
luminosa como pelo fator sacarose, havendo significancia nas interacdes entre os
mesmos (Tabela 4). Maiores areas foliares foram encontradas na vedacdo com
membrana independente da intensidade luminosa utilizada (Tabela 8). No entanto,
maiores intensidades luminosas (121 e 240 pmol m? s!) proporcionaram maiores
areas foliares, ndo havendo diferencas estatisticas entre elas. Plantas cultivadas
em tampas rigidas com 121 e 240 umol m?2 s de FFF apresentaram resultados

medianos sem significancia entre elas e com a intensidade de 65 pmol m? s, ja
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as plantas cultivadas com vedacao de filme PVC tiveram &reas foliares inferiores
(Tabela 8).

Tabela 7. Andlise de desdobramento do numero de folhas de plantas de Capsicum
annuum em fungédo da interacdo entre a concentracdo de sacarose e o tipo de
vedacao apoés 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

Sacarose (g L)

Vedacéo
0 20
Filme PVC 3,33 ¢cB 5,54 bA
Tampa Rigida 4,57 bB 5,60 bA
Membrana 7,08 aA 7,33 aA
C.V. (%) 12,14

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste F e Tukey (P<0,05), respectivamente.

Tabela 8. Andlise de desdobramento da area foliar de plantas de Capsicum
annuum em funcéo da interacao entre a intensidade luminosa e o tipo de vedacao
apos 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

Area foliar (cm?)
Intensidade luminosa (umol m?2 s)

Vedagao 65 121 240
Filme PVC 4,27 bA 4,49 cA 3,14 cA
Tampa Rigida 5,43 bA 6,73 bA 6,47 bA
Membrana 16,18 aB 23,06 aA 21,28 aA
C.V. (%) 10,43

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Em relacéo ao uso de sacarose em analise conjunta a intensidade luminosa,
€ possivel verificar que na auséncia de sacarose no meio de cultura as intensidades
de 121 e 240 pumol m? s apresentaram as maiores areas foliares. Apenas na
intensidade de 240 pmol m?2 s?! ndo houve diferencas significativas entre a
auséncia e a presenca de sacarose no meio de cultura. Nos demais a sacarose no
meio de cultura proporcionou aumento de area (Tabela 9). Assim verifica-se que a

formacéo de grande area foliar foi possivel em cultivo na auséncia de sacarose, no
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entanto esta condicao necessita de intensidades mais elevadas do que comumente
é utilizada tradicionalmente na cultura de tecidos, em torno de 25 a 50 umol m=2 s
1.

Quando se analisou a concentracdo de sacarose e o tipo de vedacado
observa-se maior area foliar com o uso de tampas com membranas permeéaveis a
gas, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Estes foram os Unicos que
nado diferiram significativamente entre si em relagdo a auséncia ou presenca de
sacarose (Tabela 10). A vedacdo com membranas permeaveis provavelmente
favoreceu o desenvolvimento dos aparatos fotossintéticos das plantas devido as
maiores disponibilidades de CO> além da reducédo da umidade do microambiente

in vitro proporcionando assim maior crescimento das plantas.

Tabela 9. Analise de desdobramento da area foliar de plantas de Capsicum
annuum em funcao da interacao entre a intensidade luminosa e a concentracéo de
sacarose apos 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

Area foliar (cm?)

Intensidade Sacarose (g L?)
luminosa
(umol m?2 s?) 0 20
65 5,96 bB 11,30 abA
121 9,99 aB 12,86 aA
240 10,25 aA 10,66 bA

Médias seguidas da mesma letra maildscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste F e Tukey (P<0,05), respectivamente.

Tabela 10. Andlise de desdobramento da area foliar de plantas de Capsicum
annuum em funcédo da interacdo entre a concentracdo entre a sacarose e o tipo de
vedacédo apods 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

Area foliar (cm?)
Sacarose (g L)

Vedacéao 0 20
Filme PVC 2,07 cB 5,87 cA
Tampa Rigida 4,21 bB 8,03 bA
Membrana 19,43 aA 20,92 aA
C.V. (%) 10,43

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste F e Tukey (P<0,05), respectivamente.



65

A variavel area foliar esta correlacionada a fotossintese, em que quanto maior
a area foliar maior a quantidade de CO2 que passara para o mesofilo foliar, por meio
dos estdbmatos. Ou seja, quanto maior a area foliar maior a taxa fotossintética
(Hazarika, 2006; Park et al., 2011).

Mohamed e Alsadon (2011) trabalhando com C. annuum e o cultivo in vitro em
frascos com ventilagao forgcada de CO: corroboram com os resultados obtidos na
presente pesquisa. Neste trabalho, as plantas em frascos com ventilagdo
apresentaram maiores areas foliares em comparacao aos sem ventilagdo. Outros
trabalhos semelhantes foram os de Saldanha et al. (2012) e larema et al. (2012),
trabalhando com membranas microporosas em plantas de ginseng in vitro. Estes
autores observaram que plantas em frascos com membranas apresentaram maior
area foliar quando comparadas com plantas em frascos sem membranas.

Trabalhos mostram que fornecendo condi¢des fotoautréficas para as plantas,
como o aumento da concentragdo de CO», aumento da intensidade luminosa e a
eliminacdo total da sacarose no meio de cultura, podem promover maior
fotossintese e acumulo de biomassa vegetal (Shin et al., 2013).

As maiores intensidades luminosas e trocas gasosas do ambiente in vitro
favorecem a taxa fotossintética liquida, transpiracdo, aumento na condutancia
estomatica, dentre outros. O que pode, consequentemente, ter proporcionado
maior crescimento das plantas de C. annuum cultivadas nestas condi¢ces (Dewir
et al., 2005; Lopez et al., 2015). Resultado este que fica evidente quando se
observa no presente trabalho, que frascos com filme PVC promoveram os menores
valores de area foliar (Tabela 10). Uma vez que este tipo de vedacao restringe as
trocas gasosas do ambiente interno dos frascos com o externo, ndo permitindo que
o CO: atmosférico entre frequentemente para o interior dos frascos, causando
oscilacdo nas taxas fotossintéticas e reduzida area foliar. O uso de membranas nos
frascos sem ou com pouca sacarose no meio de cultivo, aumenta significativamente
a area foliar de plantas de pimentao.

Tanto para a massa da matéria seca da parte aérea quanto para massa da
matéria seca da raiz e total, houve interacao entre a intensidade luminosa e o tipo
de vedacao (Tabela 4). De forma geral, observa-se que o uso da membrana
permedvel proporcionou maior incremento de biomassa, sendo significativamente
diferente dos demais tipos de vedacdo para todas as variaveis. As intensidades

luminosas de 121 e 240 pmol m? s'* de FFF também contribuiram para uma maior
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massa da matéria seca tanto da parte aérea quanto da raiz e consequentemente
do total. No entanto, para a MSR a intensidade mediana (121 pmol m2 s1) foi a que
apresentou 0 maior acumulo de biomassa, sendo esta mais eficiente para o
crescimento das raizes (Tabela 11).

Elevadas densidades de FFF (121 e 240 pmol de fétons m2 s'!) em frascos que
ndo permitem alta troca gasosa n&o foram eficientes no cultivo in vitro de plantas
de C. annuum (Tabela 11). As plantas apresentaram crescimento reduzido de parte
aérea (Figura 19G, H, J, K, M, N, P, Q) e raizes (Figura 21G, H, J, K, M, N, P, Q)
comparados com plantas cultivadas em frascos com membranas permeaveis
(Figura 191, L, O, R; Figura 6 I, L, O, R). Ou seja, além de aumentar a densidade
de FFF é preciso permitir que haja maior entrada de CO> no interior do recipiente
de cultivo (Lopez et al., 2015; Barbosa, 2016).

O uso de membranas permedaveis para aumentar as trocas gasosas com meio
de cultura acrescido de sacarose proporcionaram as maiores MSPA e MSR.
Plantas em meio de cultura sem sacarose apresentaram resultados interiores a
combinacdo com uso de membrana e 20 g L' de sacarose, no entanto este
tratamento ainda obteve um alto acimulo de biomassa, principalmente quando se
compara com frascos vedados com tampa rigida e filme PVC. Para MSPA o uso da
sacarose permitiu maior biomassa independente da vedacao (Tabela 12), o que ja
era esperado de certa forma, pois a sacarose € uma fonte de carbono que tem a

finalidade de fornecer energia para o metabolismo vegetal in vitro (Hazarika, 2003).
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Tabela 11. Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), massa da matéria seca
da raiz (MSR) e massa da matéria seca total (MST) de plantas de Capsicum
annuum em funcgéo da interacao entre a intensidade luminosa e o tipo de vedacao
apos 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

Massa da matéria seca da parte aérea (mg)
Intensidade luminosa (umol m2 s1)

Vedagao 65 121 240
Filme PVC 17,60 bA 11,85 cB 13,26 bAB
Tampa Rigida 14,33 bA 18,10 bA 19,52 bA
Membrana 39,92 aB 56,72 aAB 63,01 aA
C.V. (%) 18,72
Massa da matéria seca da raiz (mg)

. Intensidade luminosa (umol m2 s1)
Vedagéo 65 121 240
Filme PVC 4,83 cB 4,84 bB 6,84 bA
Tampa Rigida 6,62 bA 5,69 bB 6,37 bA

Membrana 18,54 aB 25,38 aA 18,77 aB
C.V. (%) 15,94
Massa da matéria seca total (mg)
. Intensidade luminosa (umol m2 s1)
Vedagao 65 121 240
Filme PVC 22,43 bA 16,69 bA 20,10 bA
Tampa Rigida 20,95 bA 23,79 bA 25,89 bA
Membrana 58,47 aB 82,10 aA 81,78 aA
C.V. (%) 12,17

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

O acumulo de massa da matéria seca na parte aérea esta relacionado com o
aumento das taxas fotossintéticas. Frascos ventilados possibilitam maiores trocas
gasosas e desta forma, aumento das taxas fotossintéticas, e consequentemente
maior producdo de fotoassimilados, o que contribui para o acumulo de biomassa
vegetal (Kozai, 1991; Xiao et al., 2011). O aumento das trocas gasosas possibilita
maior crescimento in vitro (Couceiro et al., 2006; Ribeiro et al., 2009; Barbosa,
2016).
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Tabela 12. Andlise de desdobramento das varidveis de massa da matéria seca da
parte aérea (MSPA) e massa da matéria seca da raiz (MSR) de plantas de
Capsicum annuum em funcao da interacao entre a concentragdo de sacarose € 0
tipo de vedacao apoés 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

Massa da matéria seca da parte aérea (mg)
Sacarose (g L?)

Vedacéo
0 20
Filme PVC 5,62 cB 22,85 bA
Tampa Rigida 10,76 bB 23,14 bA
Membrana 41,18 aB 65,26 aA
C.V. (%) 18,72

Massa da matéria seca da raiz (mg)

Sacarose (g L)

Vedacéo
0 20
Filme PVC 4,71 bA 6,30 cA
Tampa Rigida 4,85 bB 7,48 bA
Membrana 13,71 aB 28,09 aA
C.V. (%) 15,94

Médias seguidas da mesma letra maildscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste F e Tukey (P<0,05), respectivamente.

A sacarose em interacdo com a intensidade luminosa exerceu influéncia na
MSR (Tabela 4). Como ja verificado para outras variaveis, a sacarose proporcionou
maior acumulo de biomassa nas raizes, exceto na intensidade de 65 pumol m2 s,
A combinacéo do uso de sacarose (20 g L) e das intensidades de 121 e 240 pmol
m2 s possibilitaram os maiores acimulos de biomassa. J4 na auséncia de
sacarose nao houve diferenca entre as intensidades. Ou seja, a intensidade
luminosa nao influencia no acumulo de biomassa radicular em C. annuum quando

cultivados em meio sem sacarose (Tabela 13).
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Tabela 13. Andlise de desdobramento da éarea foliar de plantas de Capsicum
annuum em funcao da interacao entre a Intensidade luminosa e a concentragéo de
sacarose apoés 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

Massa da matéria seca da raiz (mg)

-1
Intensidade luminosa Sacarose (g L)

(umol m2 s1)

0 20gL?

65 8,25 aA 11,75 bA

121 6,45 aB 17,49 aA

240 8,91 aB 12,62 aA
C.V. (%) 15,94

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste F e Tukey (P<0,05), respectivamente.

A massa da matéria seca total foi menor em plantas sem sacarose (Figura 22).
Resultados semelhantes foram encontrados nos trabalhos de Walter (2015) e
Barbosa (2016). O uso de concentragbes de sacarose de até 20 g L™* no meio de
cultura proporciona aumento na massa da matéria seca total de pimentas do género
Capsicum. Quando se aumenta as concentracdes de sacarose independente do
tipo de vedacao ha maior acumulo de biomassa vegetal. Porém quando se associa
com o uso de membranas permeaveis a gases ocorre um maior incremento na
biomassa vegetal de pimentdo. Assim verifica-se que o aumento da biomassa
vegetal no cultivo in vitro esta relacionado tanto a incorporacdo de sacarose no
meio de cultura quanto ao aumento das trocas gasosas (Xiao et al., 2011).

O menor crescimento das plantas nos tratamentos sem sacarose foi
provavelmente resultante do maior investimento no aparato fotossintético da planta,
uma vez que a fotossintese era a principal fonte para a absorcdo de carbono e

producédo de energia.
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Figura 22. Massa da matéria seca total (MST) de plantas de Capsicum annuum
germinadas e desenvolvidas in vitro em diferentes concentracdes de sacarose apos
45 dias. Colunas seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo teste F
(p=0,05).

De acordo com a analise de variancia, as variaveis fisiolégicas apresentaram
diferencas significativas (Tabela 4). Houve efeito da intensidade luminosa para a
relacdo Fv/Fm e para o indice fotossintético (PI). O tratamento com intensidade
luminosa de 65 pmol m2 st apresentou relagdo Fv/Fm maior que 0,75, indicando
assim um bom funcionamento do PSIl (Fotossistema II) (Figura 23A). As
intensidades luminosas de 121 e 240 umol m? s ocasionaram estresses no PSlI
das plantas cultivadas nestas condi¢des. Trabalho realizado por Walter (2015) com
guatro espécies de Capsicum relata um funcionamento adequado dos aparatos
fotoquimicos, com uma intensidade luminosa de 50 umol m2 s* de FFF. Assim fica
evidente que aumentar apenas a densidade de FFF pode causar estresses no
cultivo in vitro de C. annuum.

O indice fotossintético (PI) avalia ndo apenas a capacidade do fotossistema
I (PSIl), mas também do fotossistema | (PSI) (Strasser et al., 2000). O PI
apresentou resultado semelhante ao Fv/Fm. O maior PI foi observado na menor

intensidade utilizada (Figura 23B).
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Figura 23. (A) Relacdo Fv/Fm e (B) indice fotossintético de Capsicum annuum
cultivados in vitro em diferentes intensidades luminosas apds 45 dias. Colunas
seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

Todos os tratamentos com membranas, independente da auséncia ou presenca
de sacarose, apresentaram valores de F./Fn maiores que 0,75, exibindo, portanto,
um bom funcionamento do PSII, mostrando a eficiéncia das membranas na etapa
fotoquimica (Tabela 14). Plantas em frascos com vedacao de filme PVC ou com
tampa rigida, independente da concentracdo de sacarose, apresentaram um
funcionamento irregular do aparato fotossintético. Aspectos semelhantes foram
observados para o Pl (Tabela 14). No entanto se destaca o tratamento com

membrana sem sacarose com maior valor de Pl (4,46), diferindo estatisticamente



72

do tratamento com sacarose (3,02). Ambos diferiram dos demais tipos de vedacao
(Filme PVC e Tampa rigida).

Vale ressaltar o baixo Pl observado no tratamento com filme PVC sem sacarose
(0,44). Provavelmente devido, principalmente, a baixa concentragcdo de CO2 no
interior dos frascos, e auséncia da fonte de carbono exdgeno no meio de cultura.
Fica evidente que possivelmente essas plantas em frascos sem as membranas
permeaveis mostraram estresses no PSll e PSI. Resultado semelhando foi exposto

por Barbosa (2016) com Capsicum frutescens.

Tabela 14. Relacdo F.J/Fm e indice fotossintético (PI) de plantas de Capsicum
annuum em funcdo da interacdo entre a concentracdo de sacarose e o tipo de
vedacéao apos 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

Fu/Fm
. Sacarose (g L)
Vedacéao 0 20
Filme PVC 0,61 cB 0,72 bA
Tampa Rigida 0,71 bA 0,74 abA
Membrana 0,81 aA 0,78 aA
C.V. (%) 2,56

indice fotossintético (PI)
Sacarose (g L)

Vedacéao 0 20
Filme PVC 0,44 cB 1,38 bA
Tampa Rigida 1,31 bA 1,45 bA
Membrana 4,46 aA 3,02 aB
C.V. (%) 15,43

Médias seguidas da mesma letra maildscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste F e Tukey (P<0,05), respectivamente.

A eficiéncia da ventilacdo nos frascos de cultivo foi verificada também por
Mohamed e Alsadon (2011). Plantas de pimentéo cultivadas in vitro em frascos com
ventilagdo de CO. apresentaram aumento no crescimento, maior acumulo de
matéria seca, maior taxa fotossintética, maiores concentracdes de clorofila e
carotenoides. Batista (2012), cultivando plantas de pimenta ornamental (Capsicum
annuum L.) em frascos com membranas ventiladas obteve resultados semelhantes:

maior nimero de folhas e maior acimulo de biomassa.
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O uso de membranas permitiu maior ventilagéo, provavelmente aumentando
as concentra¢cdes de CO2 no interior dos frascos, proporcionando aumento na area
foliar e 0 aumento das taxas fotossintéticas (Kitaya et al., 2005; larema et al., 2012).

Os valores SPAD avaliam a intensidade de verde nas folhas, e esta
relacionado com as concentracdes de clorofila, ou seja, quanto maior o valor, maior
a concentracdo de clorofila. Os valores de SPAD podem, também, estar
relacionados com a disponibilidade de nitrogénio e com o estresse hidrico nas
plantas (Buckland et al., 1991; Torres Neto et al., 2002).

Maiores indices de verde foram obtidos nas plantas em menores
intensidades luminosas. Na auséncia de sacarose as intensidades de 65 e 121
umol m? st de FFF promoveram os maiores valores de SPAD, ja com 20 g L de
sacarose apenas a menor intensidade apresentou diferencas significativas. Altas
intensidades luminosas em interacdo com a sacarose ocasionaram folhas menos
verdes (Tabela 15) (Figura 19). Vale destacar ainda, que na condicdo de maior
intensidade luminosa (240 pmol m? s') sem sacarose ao meio as plantas
apresentaram o menos indice de SPAD. Com relacdo a interacdo entre a
intensidade luminosa e o tipo de vedacao verifica-se que os maiores indices de
SPAD séo observados quando se utiliza frascos com membranas permeaveis em
intensidades luminosas de 121 e 240 umol m? s, J4 com uma intensidade de 65
umol m? s ndo ha diferencas em relacédo ao tipo de vedacdo (Tabela 16). Altas
intensidades luminosas com vedacfes que ndo permitem aumentos nas trocas
gasosas resultam em plantas com menor intensidade de verde quando comparadas
com plantas cultivadas em sistema que permite trocas gasosas.

Plantas cultivadas na menor intensidade luminosa (65 pmol m? s?) sem
sacarose e com membrana permeavel apresentaram hiperidricidade (Figura 24).
Este problema foi solucionado com o uso de intensidades mais elevadas e adicéo
da sacarose ao meio de cultura. lvanova e Staden (2010), trabalhando com plantas
de Aloe polyphylla Schénland ex Pillans conseguiram eliminar completamente a
ocorréncia de hiperidricidade usando as membranas permeaveis. No entanto, no
presente trabalho, verifica-se que plantas de C. annuum em baixas densidades de
FFF com membranas permeaveis a gases e sem sacarose apresentaram

caracteristicas indesejadas, como crescimento reduzido e folhas cloréticas.
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Tabela 15. Anélise de desdobramento do indice de SPAD de plantas de Capsicum
annuum em funcao da interacao entre a Intensidade luminosa e a concentragéo de
sacarose apoés 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

SPAD
Intensidade luminosa Sacarose (g L)
(umol m s) 0 20
65 33,22 aB 38,35 aA
121 31,37 abA 29,97 bA
240 26,22 bB 32,23 bA
C.V. (%) 16,35

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e minascula na coluna néo
diferem entre si pelo teste F e Tukey (P<0,05), respectivamente.

Tabela 16. indice de SPAD de plantas de Capsicum annuum em funcdo da
interac&o entre a Intensidade luminosa e o tipo de vedacao apos 45 dias de cultivo
in vitro. Campos dos Goytacazes, 2019.

SPAD
. Intensidade luminosa (umol m s1)
Vedagéo 65 121 240
Filme PVC 35,10 aA 26,12 bB 24,53 bB
Tampa Rigida 35,08 aA 27,66 bB 23,96 bB
Membrana 37,17 aA 38,23 aA 38,90 aA
C.V. (%) 16,35

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Plantas cultivadas em frascos com vedacao de filme PVC e tampa rigida nas
maiores intensidades apresentaram clorose nas folhas (Figura 25). As plantas de
C. annuum colocadas em condicfes de alta densidade de FFF geralmente estao
predispostas a sofrerem com fotoinibicdo, o que pode levar a morte da planta, e
como resultado deste problema, a assimilagdo de CO2 pode ser reduzida (Van
Huylenbroeck, 1994; Van Huylenbroeck et al., 2000). A baixa intensidade com a
tampa rigida e o filme PVC ndo causaram este estresse nas plantas. Trabalhos com
cultivo de plantas in vitro em frascos vedados com tampas rigidas e em condi¢des
de baixas densidades de FFF (geralmente de 30 a 60 pmol m? s'!) ndo apresentam
problemas de clorose (Walter at al., 2018, 2019).
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Figura 24. Planta com aspecto hiperidrico de Capsicum annuum cultivada in vitro
por 45 dias com densidade de FFF de 65 pmol m? s1, sem sacarose e vedada com
membrana permeavel a gases. Barra=1 cm.

Figura 25. Plantas de Capsicum annuum, cultivadas in vitro apds 45 dias,
apresentando clorose nas folhas. A) 240 pmol m? s, sem sacarose e vedagéo com
filme PVC: B-C) 240 pumol m? s, 20 g L'* de sacarose e vedacédo com filme PVC;
D) 240 pmol m? s, 20 g L de sacarose e vedagcdo com tampa rigida; E-F) 121
pmol m? s, 20 g L' de sacarose e vedacédo com tampa rigida. Barra = 1 cm.

Plantas em frascos com filme PVC com ou sem sacarose mostraram
visualmente pouco crescimento e folhas amareladas e cloréticas (Figura 19A, D, G,
J, M, P). Plantas em frascos vedados com tampa rigida também apresentaram
crescimento reduzido, principalmente na auséncia de sacarose e na intensidade de

240 ymol m2 s! (Figura 19B, E, H, K, N, Q). O mesmo é observado para as raizes
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(Figura 21). Provavelmente estas plantas sofreram de fotoinibicdo com o aumento
da densidade de FFF e a restricdo das trocas gasosas e, consequentemente, a
reduzida entrada de CO; atmosférico para o interior do frasco. Para o sucesso do
cultivo in vitro fotoautotréfico € preciso que haja otimizacdo da entrada de CO; e
aumento dos FFF, concomitantemente (Lopez et al., 2015). Nas intensidades mais
baixas as plantas apresentaram coloracdo verde mais escura, provavelmente
devido ao aumento das concentracdes de clorofila b. No entanto, quando
aumentamos o FFF para 240 ymol m? s! e ndo promovemos trocas gasosas as
plantas sofreram estresse por luz e as moléculas de clorofila foram degradadas
(Faisal e Anis, 2009; Barbosa, 2016).

A otimizacédo da entrada de CO:2 no interior dos frascos, estimulam o aumento
das taxas fotossintéticas e, consequentemente, aumenta a intensidade de verde
nas folhas de pimenta que esta relacionada com o aumento das concentracdes de
clorofila. O uso de frascos com membranas porosas diminui a ocorréncia de clorose
e senescéncia das folhas (Rodrigues et al., 2012).

As plantas cultivadas nos frascos sem membrana podem ter sofrido também
com o acumulo de etileno. O etileno desempenha importantes funcdes na ativacéo
de respostas de plantas a estresses diversos. Participa também das redes de
sinalizacdo de outros fitorménios como o acido jasmonico, o acido salicilico e o
acido abscisico, tendo assim uma influéncia direta no processo morfogénico (Adie
et al., 2007; Kwon et al., 2009). O acumulo de etileno resulta em efeitos prejudiciais
ao crescimento das plantas durante o cultivo in vitro. A reducdo na concentracao
interna de etileno pode ser resolvida com o uso de tampas que possibilitem as
trocas gasosas e a renovacdo do microambiente dentro do frasco (Torres et al.,
1999; Filho et al., 2002). Assim a modificacdo do microambiente do frasco de
cultura promovida pelas trocas gasosas favorece a manutencdo da concentracao
de CO2 adequada para estimular a fotossintese e reduz a concentracdo de etileno
e a umidade relativa dentro dos frascos de cultivo (Kozai et al., 1997; Kozai e
Kubota, 2001; Ivanova e Van Staden, 2010; Kozai, 2010; Xiao et al., 2011).

O cultivo in vitro usando membranas microporosas permeaveis a gases pode
melhorar a difusao de ar e a ventilagcdo natural do recipiente de cultura e aumentar
as concentracdes de CO2 no interior do recipiente de cultivo, podendo resultar em
maior atividade fotossintética, maior taxa de crescimento e maior sobrevivéncia na

etapa de aclimatizacdo (Fujiwara e Kozai, 1995; Xiao et al., 2011; Saldanha et al.,
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2012). Essas membranas microporosas sao materiais permeaveis a gases que
facilitam as trocas gasosas e a difusédo do CO: para o interior do frasco de cultivo.
Além disso, a umidade relativa no interior do recipiente de cultura é reduzida, o que
estimula o aumento da transpiracdo e a absor¢cdo de agua e nutrientes pelo

explante (Kozai e Kubota, 2001).

3.2.5. CONCLUSOES

Plantas de pimentdo (C. annuum) cultivadas in vitro em altas intensidades de
FFF, entre 121 a 240 umol m2 s, em frascos que permitam aumento das trocas
gasosas, como as membranas permeaveis a gases e na auséncia de sacarose no
meio de cultura aumentam significativamente o potencial fisiologico, o incremento
na massa da matéria seca, aumento de area foliar e de volume radicular, maior
comprimento de parte aérea e niumero de folhas sem alteracdes fisioldgicas. Para
o cultivo de C. annuum in vitro o recomendado é o uso de membranas permeaveis
a gases, e nas combinacGes de densidade de FFF e sacarose de 65 pmol m2 s !
com 20 g L de sacarose, 121 pmol m2? s *t com 20 e 0 g L de sacarose e 240

umol m2 s - na auséncia de sacarose.
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3.3. EXPLORANDO O POTENCIAL ORNAMENTAL DE UMA POPULACAO
SEGREGANTE DE Capsicum

3.3.1. INTRODUCAO

O género Capsicum (Solanaceae) € amplamente cultivado no Brasil e possui
uma grande variabilidade de formatos, tamanhos e coloracbes de frutos e inclui
variedades como pimentdes e pimentas doces (Buso et al., 2001). Além disso, este
género abrange pimenteiras ornamentais.

Esta ampla disponibilidade de variedades € de grande importancia para o
mercado brasileiro, abrangendo o uso como matéria-prima para as industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética (Régo et al., 2009). O mercado ainda
abrange a comercializacao de frutos para consumo in natura, conservas caseiras,
exportacdo de paprica e a producdo de plantas floridas para fins ornamentais
(Macedo, 2015; Ohara e Pinto, 2012). Ademais, as pimentas apresentam ainda
grande importancia social, uma vez que o0 agronegocio requer grande quantidade
de mao de obra, em especial, durante a colheita. Concomitantemente, a crescente
demanda interna tem impulsionado o aumento de area cultivada e o
estabelecimento de agroindustrias, o que torna o agronegocio de Capsicum um dos
mais importantes do Brasil (Panorama Rural, 2006).

Parte valiosa do patriménio da biodiversidade, pimentas do género Capsicum
estdo intimamente relacionadas com a riqueza cultural brasileira. As cultivares

disponiveis apresentam grande variabilidade quanto aos tipos, tamanhos, cores,
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sabores e pungéncia (Neitzke et al.,, 2008; Nascimento et al., 2012). Essa
diversidade pode ser usada como base para programas de melhoramento genético
(Régo et al., 2003).

As espécies de Capsicum possuem excelente potencial para a comercializacao
como planta ornamental. O cultivo de pimenteiras em vaso tem crescido bastante
devido as suas caracteristicas de baixo porte, diversidade de cor e forma dos frutos,
além do tempo relativamente curto de producdao, da facil germinacédo das sementes,
da tolerancia ao calor e da harmonia do vaso, que contribuem para a crescente
utilizagao destas plantas como ornamentais (Stommel e Bosland, 2005; Barroso et
al., 2012; Nascimento et al., 2013).

A diversidade disponivel dentro destas espécies domesticadas tem sido pouco
explorada e ainda nao foi esgotada. No Brasil ainda sdo poucas as variedades
comerciais destinadas a ornamentacao, tornando-se viavel o estudo do potencial
ornamental dos materiais genéticos mantidos em cole¢cées de germoplasma, os
guais devem ser caracterizados e avaliados tendo como objetivo determinar a
diversidade genética, permitindo a identificacdo de acessos Uteis em programas de
melhoramento de plantas (Sudré et al., 2010; Melo et al., 2014).

Essa divergéncia genética pode ser analisada por meio de métodos preditivos
gue levam em consideracdo caracteres agronémicos, fisioldgicos, morfologicos e
moleculares (Costa et al., 2009; Régo et al., 2011).

Uma técnica que permite a analise simultanea de variaveis quantitativas e
gualitativas foi proposta por Gower (1971), por meio de um algoritmo que estima a
similaridade entre os individuos utilizando variaveis com distribuicbes continuas e
discretas. Este método é eficiente na discriminacédo de grupos, demonstrando que
a andlise simultanea de variaveis qualitativas e quantitativas é viavel e pode permitir
maior eficiéncia no conhecimento da divergéncia entre acessos de bancos de
germoplasma. Assim, com o uso de ferramentas estatisticas apropriadas torna-se
possivel a geracdo de informacdes mais seguras sobre a variabilidade e a
divergéncia genética entre os acessos (Moura et al., 2010; Rocha et al., 2010;
Nascimento et al., 2011; Régo et al., 2011; Régo et al., 2013).

Os trabalhos realizados por Silva et al. (2015; 2017) destacam o potencial de
gendtipos de Capsicum para o crescente mercado de pimenteiras ornamentais
baseados no porte pequeno das plantas (até 30 cm), na precocidade para o

florescimento e frutificacdo e no alto numero de frutos por planta. Outros trabalhos
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também evidenciam o potencial de gendtipos de Capsicum para a mesma
finalidade (Melo et al., 2014; Pessoa et al., 2015; Régo et al., 2015; Nascimento et
al., 2015; Batista et al., 2017).

Este trabalho objetivou estimar a divergéncia genética em uma populacao
segregante entre Capsicum annuum var. glabriusculum X C. annuum var. annuum,
com base na andlise conjunta das variaveis qualitativas e quantitativas, utilizando
o algoritmo de Gower. Visou ainda identificar possiveis marcadores morfolégicos
relacionando o tamanho do botdo floral com o estadio de desenvolvimento do
micrésporo e testar protocolos para a inducdo de plantas duplo-haploides a partir

da cultura de anteras.

3.3.2. REVISAO

3.3.2.1. Importancia cultural e econémica

A pimenta desde os primérdios da civilizacdo tem sido utilizada para tempero,
conservante de alimentos, planta ornamental e fins medicinais (Rufino e Penteado,
2006). Segundo Ishikawa et al. (1998), a presenca de alcaloides denominados
capsaicinoides, especialmente a capsaicina e a diidrocapsaicina, sao exclusivos do
género Capsicum. Tais alcaloides sao produzidos na placenta sendo responsaveis
pela pungéncia do fruto (sabor ardido ou efeito picante). A maioria das variedades
de pimenta produz frutos pungentes, enguanto que 0S sem pungéncia sao
classificados como doces.

Cerca de um quarto da populacdo mundial consome pimentas nas formas
fresca ou processada (Carvalho et al.,, 2006). No ano de 2013, a maior
concentracdo de area colhida de pimentas foi no Continente Asiatico (64%),
seguido do Continente Africano 18%, Americano 11% e Europa e Oceania, juntos
somando 7% (FAOSTAT, 2015). J4 no Brasil, a producdo de pimentas vem
crescendo muito, com mercado estimado em mais de R$100 milhdes ao ano
(Reifschneider e Ribeiro, 2008). O cultivo é realizado praticamente em todas as
regibes e vem se destacando como um importante nicho de mercado no

agronegacio brasileiro (Rufino e Penteado, 2006).
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Devido a sua versatilidade e ocorrendo em quase todas as regides brasileiras,
o cultivo da pimenta é um dos melhores exemplos de agricultura familiar e da
integracao de pequenos produtores e da industria (Leite et al., 2008).

As pimentas podem ser usadas como condimentos, na forma de conservas,
extratos concentrados denominados O6leo resina, em poO, corantes, como
flavorizante, substancias utilizadas em produtos alimenticios, dentre outros. Além
da importancia culinaria, também sdo empregadas como produto da industria
bélica, na confeccao de spray de pimenta fabricado a partir do 6leo resina. Séo
usadas, ainda, na forma de p0, adicionadas a sementes destinadas a alimentagéo
de aves, para fins de prevencdo do ataque de esquilos. Na forma de gel, em fios
de sutura veterinaria, para prevenir a remoc¢ao dos pontos cirurgicos pelos animais
e emfios de telefone, para prevencao do ataque de cées e gatos (Pinto et al., 2013).

As pimentas produzem frutos com altos valores vitaminicos, além de ser fonte
de antioxidantes naturais como a vitamina C, cujos teores superam 0s dos citricos.
Ainda destaca-se neste género os carotenoides por serem importantes fontes de
vitaminas A, vitamina E e vitaminas do complexo B1 e B2 e de minerais como Ca,
P e Fe, cujas concentracdes podem variar com o genoétipo e grau de maturacao,
além de compostos fendlicos, e os capsaicinoides que conferem a pungéncia ou

ardume, o principal atributo das pimentas (Nuez et al., 1996; Pinto et al., 2013).

3.3.2.2. Pesquisa no Brasil em Capsicum com finalidade ornamental

No Brasil pelo menos 17 universidades realizam pesquisas com Capsicum spp.
(Silva, 2004). Dentre elas, algumas pesquisam espécies de Capsicum com
finalidade ornamental, como a Universidade Federal de Pelotas - UFPel;
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro - UENF, Universidade
Federal de Vigcosa - UFV; Universidade Federal da Paraiba -UFPB; Universidade
Federal de Lavras - UFLA e Universidade Federal do Piaui - UFPIl. Na UFPel,
Neitzke et al. (2016) avaliaram a aceitacdo e as preferéncias do consumidor em
relacdo a pimentas ornamentais do Banco de Germoplasma de Capsicum da
Embrapa Clima Temperado, e os acessos preferidos foram os com coloracéo final
vermelha. Na UENF, trabalhos foram realizados com objetivo de identificar e
disponibilizar ao mercado, novas cultivares de pimenta ornamental (Silva et al.,
2015).
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Na UFV, Nascimento et al. (2015), avaliando a qualidade p6s-producdo das
pimentas ornamentais conseguiram selecionar plantas de Capsicum resistentes a
absciséo de folhas induzida pelo etileno. No mesmo sentido, na UFPB, Régo et al.
(2015), avaliando e selecionando linhagens para promover a hibridacdo entre as
linhas selecionadas, obtiveram plantas com flores maiores e linhagens
selecionadas para o aumento da vida de prateleira.

Na UFPI, Melo et al. (2014), selecionando acessos com potencial ornamental,
concluiram que plantas de pimenta que tiveram estética mais harmoniosa foram as
de flores eretas, as quais sao de facil percepcao; frutos eretos e vistosos e folhas
de formato lanceolado. Estes e outros trabalhos destas instituicbes confirmam a
importéancia da cultura e do seu uso como ornamental.

No mercado brasileiro, algumas das pimentas registradas para fins ornamentais
sdo: ‘Piramide Ornamental’; ‘Espaguetinho Ornamental’; ‘Calypso’; ‘Sangria’;
‘Purple Flash’; ‘Gardatricolore’ (que foi considerada a primeira pimenta ornamental
de jardim); ‘Numex Centennial’ (desenvolvida pela NMSU - New Mexico State
University). Todas essas sdo da espécie C. annuum, e sdo resultados de
programas de melhoramento conduzidos fora do pais. Segundo Neitzke et al.
(2016), as novas cultivares de pimentas ornamentais sO sao justificadas se estas
constituirem novidades para o mercado da floricultura, ou se tiverem alguma
caracteristica que diferencie das demais ja disponiveis no mercado.

Deve-se considerar para o0 desenvolvimento dessas novas cultivares os
genotipos ja disponiveis e as exigéncias e preferéncias do mercado consumidor
(Ribeiro e Reifschneider, 2008). O conhecimento das necessidades e preferéncias
dos consumidores aumenta as chances de bons resultados no lancamento de uma
cultivar.

No Brasil, sdo poucos os trabalhos realizados a fim de caracterizar o ideoétipo
de plantas ornamentais desejadas pelo consumidor. Neitzke et al. (2016) avaliaram
a aceitacao e preferéncias do publico consumidor de pimentas ornamentais, sendo
necessarias outras avaliagbes para a correta caracterizacdo do potencial
lancamento de novas cultivares.

Entre os programas de melhoramento, objetivando o melhoramento de
Capsicum, a UENF vem trabalhando para o desenvolvimento de cultivares de
pimentas com caracteristicas agrondémicas desejaveis, como resisténcia a

determinadas doencas, produtividade, e recentemente, visando desenvolver
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cultivares adaptadas para atender ao mercado de pimentas ornamentais
(Rodrigues et al., 2014).

Como o mercado de pimentas ornamentais esta em crescente expansédo, ha a
necessidade de novas cultivares que atendam esse mercado tdo exigente, pois 0
apelo ao consumidor é em funcdo da beleza conferida pela qualidade, vigor, cor,
forma e tamanho das folhas e dos frutos e, sobretudo, pelo porte harmonioso da
planta com o recipiente utilizado, sendo tudo conferido pela maior padronizagdo da
planta (Pinto et al., 2010). Essa maior qualidade estd associada a utilizacdo de
hibridos, e o sucesso do seu desempenho esta na heterose, que é a manifestacédo
do vigor para caracteres de interesse na geracdo Fi, em comparacdo com oS
genitores. Dentre as vantagens, os hibridos expressam maior uniformidade,

precocidade, produtividade e resisténcia a doencas e pragas (Charlo et al., 2011).

3.3.2.3. Melhoramento de pimentas do género Capsicum

Muitos métodos sao utilizados nos programas de melhoramento visando
desenvolver cultivares, sendo a escolha de cada um deles baseada em uma série
de fatores: objetivos do programa, sistemas reprodutivos da cultura a ser
melhorada, heranca genética da caracteristica desejada e variabilidade da
populacédo base (Allard, 1971; Régo, 2011). Os métodos de melhoramento massal
e pedigree sdo os mais usados para obtencdo de cultivares de pimentas
ornamentais, de acordo com Bosland (1996) e Stommel e Bosland (2005). Bosland
e Gonzalez (1994), por exemplo, relatam o desenvolvimento da cultivar de pimenta
ornamental ‘NuMex Mirasol’ utilizando o método pedigree.

Com a crescente demanda das pimentas para fins ornamentais, ha necessidade
de novos produtos adaptados as condicGes locais e com poucos programas de
melhoramento atuando neste segmento de mercado ha um estimulo para que haja
a participacdo de melhoristas para atuarem no desenvolvimento de novas cultivares
gue atendam a demanda no mercado brasileiro de plantas ornamentais (Régo et
al., 2012a).

Os programas de melhoramentos sdo cada vez mais responsaveis por suprir a
necessidade de cultivares mais adaptadas e responsivas as condi¢fes climéticas a
fim de atender as necessidades da populag¢do. Deste modo, 0 uso de estratégias

como a hibridagéo, que promovam o desenvolvimento de novos produtos e seja
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utilizado de forma mais rapida. A utilizacdo de genitores superiores para serem
empregados no processo de hibridacdo tem sido uma estratégia realizada em
diversas culturas horticolas, destacando as solanaceas como berinjela, tomate,
pimenta e piment&o (Maluf, 2001). Apesar de ser um processo mais trabalhoso visto
qgue ha a necessidade de realizar cruzamentos manuais, em relagdo as cultivares
de polinizacao aberta, implica em sementes de maior valor unitario e na obtencao
de plantas com caracteristicas desejaveis (Maluf, 2001).

O uso de hibridos possui vantagens como a possibilidade de combinar
diferentes e interessantes caracteristicas qualitativas e quantitativas. O aumento de
gualidade e produtividade, uniformidade e resisténcia a patégenos estdo entre 0os
principais caracteres de interesse nos programas de melhoramento. J& as
dificuldades apresentadas pela hibridacdo estédo atreladas a producao da semente
hibrida, em que h&a a necessidade de treinamento para a execucédo da emasculagao
e polinizacdo, além de sofrer influéncia da temperatura, e também pelo fato da
producéo das sementes hibridas serem, em sua maioria, de posse das empresas
privadas, o que torna o pequeno produtor a mercé de seu constante consumo
(Miranda e Casali, 1988; Maluf, 2001).

Para Capsicum ornamental, trabalhos como o de Nascimento et al. (2012) e
Nascimento et al. (2013) discutem a importancia da hibridacdo como uma fonte de
novas combinacdes genéticas a fim de obter caracteristicas interessantes que

podem ser exploradas nos programas de melhoramento para esta finalidade.

3.3.2.4. Producéo de duplo-haploides

Em funcéo da demora e do custo para obtencéo das linhagens, os melhoristas,
h&a muito tempo, tém procurado alternativas que agilizem e reduzam os gastos
desse processo. Reduzir o tempo necessario para producdo de uma nova
variedade significa diminuicdo nos custos e antecipacédo dos lucros (Kim et al.,
2013).

Uma alternativa é o emprego da tecnologia de duplo-haploides (DH). Isto €, a
geracao de plantulas a partir de células haploides e posterior duplica¢do do material
genético. Plantas haploides podem ocorrer espontaneamente na natureza ou elas
podem ser induzidas experimentalmente. No entanto, a ocorréncia natural da

haploidia é considerada rara (Ahmed et al., 2001).
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A principal vantagem é que, com os DH, obtém-se linhagens com todos os locus
em homozigose. Quando se utiliza o processo tradicional, mesmo apdés seis a oito
geracgOes de autofecundacao, ainda ocorrem locus em heterozigose (Irikova et al.,
2011).

No processo de obtencdo de linhagens DH, assim como no sistema de
autofecundacdes tradicionais, é feita a selecao per se dos melhores genétipos. No
entanto, essa selecdo é realizada em uma etapa posterior, apds a obtencédo e
duplicacdo do individuo haploide. E, por ndo haver a necessidade de
autofecundacgfes sucessivas, no sistema DH, é possivel avaliar um namero bem
maior de plantas (Pierre et al., 2011).

Outra vantagem dos DH é a possibilidade de obter milhares de linhagens de
cada populacdo. No momento, essa vantagem é ainda potencial, porque o
percentual de inducédo de haploides tem sido baixo e, mais ainda, a taxa de
duplicacdo dos haploides € muito pequena (Pierre et al., 2011). Também tem sido
colocada como vantagem desta tecnologia a melhor qualidade nos experimentos
de avalia¢cdes dos hibridos, uma vez que todas as plantas geradas de uma semente
haploide serdo idénticas (Milach, 2007).

Trés métodos para a obtencédo de DH in vitro tém sido utilizados: cultura de
anteras/pélen; cultura de ovarios/oosferas; eliminacdo de cromossomos (Irikova et
al., 2011; Pierre et al., 2011).

A maneira mais utilizada para producéo de haploides é por meio da cultura de
anteras, também chamada de androgénese. Apesar de existirem relatos de
formacédo de haploides a partir de anteras em mais de 250 espécies, 0 uso dessa
técnica no melhoramento tem sido limitado a poucas espécies como fumo, trigo,

triticale, arroz, milho, colza e couve (Peters et al., 1999).

3.3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.3.1. Germoplasma

Foram estudados 161 genodtipos de uma populagdo segregante F»
provenientes do cruzamento entre Capsisum annuum var. glabriusculum (UENF

1750) x C. annuum var. annuum (UENF 2030) do programa de melhoramento
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genético de Capsicum da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) selecionados em estudos preliminares de indicacao de genitores e
hibridos com potencial para ornamentacdo (Silva et., 2015, 2017) (Tabela 17,
Figura 26).

[ C. annuum var. glabriusculum (UENF 1750) e C. annuum var. annuum ]

Fenotipagem e selecdo de
parentais para

ornamentacao
Avaliacao de *
genotipos N hibri
resistentes a Producgao de hibridos

nematoide M. (Silva et al., 2017)

enterolobii I
* Heterose e capacidade
combinatoria em pimentas
Avaliagio de Qll'namelntals Potencial ornamental de
multipla (Silva etal,, 2017) geracao F» de Capsicum
Resistencia a BS, I UENF 1750 x UENF
alll;[ra‘élf/ls\e/ ¢ Melhor desenpenho de ’ —
P hibridos Divergéncia genética
UENF 1750 x UENF 2030; em populacio
UENF 1626 x UENF 1750, * Segregante de
UENF 1626 x UENF 2030 Capsicum

Figura 26. Fluxograma do programa de melhoramento genético de Capsicum para
ornamentacao.
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Tabela 17. Acessos de Capsicum, utilizados para obtencao dos hibridos, com suas
respectivas caracteristicas ornamentais. Fonte: Silva et al. (2017)

Acessos Altura ey FF HAB CCO  CAN
(cm) (mm)
C. annuum var. glabriusculum . L
(UENF 1750) 37,9 5 arredondado  intermediario roxa roxa
C. annuum var. annuum . azul
(UENF 2030) 35,0 3 triangular ereto branca claro

*NEM = ndmero de estadios de maturacdo do fruto; FF = forma do fruto; HAB = héabito de
crescimento; CCO= colora¢éo da corola; CAN= coloracéo da antera.

3.3.3.2. Caracterizacéo da populacéao segregante

3.3.3.2.1. Conducéao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ, no periodo de julho de 2016 a maio de 2017, com
temperatura de maxima, meédia e minima de 40,75°C, 27,64°C e 20,74°C,
respectivamente. Assim como umidade relativa de 86,64%, 69,01% e 41,46%, de
maxima, média e minima, respectivamente (Figura 27). A semeadura foi realizada
em bandejas de poliestireno expandido de 128 células preenchidas com substrato
comercial Basaplant®. As mudas foram transplantadas 45 dias ap6s a semeadura
para vasos plasticos de 5 L, contendo uma mistura de solo e areia ha proporcéo de

1:1,5. Utilizou-se o delineamento inteiramente ao acaso.
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Figura 27. Maxima, média e minima da temperatura e umidade relativa do ar, entre
julho de 2016 a maio de 2017, da casa de vegetacdo onde foi conduzido o
experimento de caracterizacdo da populacdo segregante entre Capsisum annuum
var. glabriusculum (UENF 1750) x C. annuum var. annuum (UENF 2030) no
municipio de Campos dos Goytacazes- RJ.
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3.3.3.2.2. Caracterizacao morfoagronémica

Para a caracterizacdo morfoagronémica dos genétipos foram utilizados 16
descritores, estabelecidos pelo IPGRI (1995), com algumas alteracdes sugeridas
por Carvalho et al. (2003), dez qualitativos e seis quantitativos. Os descritores
qualitativos foram: habito de crescimento; cor da folha; posicdo da flor; cor da
corola; cor da antera; posicdo e formato do fruto; nimero de estadio de maturacao
do fruto; persisténcia do fruto; e cor da semente. Em relagdo aos descritores
guantitativos, foram utilizados: comprimento (mm), didmetro (mm) e massa do fruto
(9); comprimento do pedunculo (mm); e numero de pétalas e anteras. Para os
descritores quantitativos foram analisados cinco frutos de cada gendétipo.

A estimativa da matriz de distancia genética foi realizada por meio da analise
conjunta das variaveis quantitativas e qualitativas obtidas com base no algoritmo
de Gower (1971), expresso por:

p
k=1 Wijk-Sijk

Sijic = 5w W..
K=1""ijk

,onde:

K = o numero de variaveis (k =1, 2, ..., p); i €] = dois individuos que representem
0 acesso; W= peso dado a comparacao ijk, atribuindo valor 1 para comparacoes
validas e valor 0 para comparacfes invalidas (quando o valor da variavel esta
ausente em um ou ambos individuos); Sik= contribuicdo da variavel k na
similaridade entre os individuos i e j, com valores entre 0 e 1. Para uma variavel
gualitativa (nominal), se o valor da variavel k € o mesmo para ambos os individuos,
i e j, entdo Sj= 1, caso contrario, € igual a 0; para uma variavel quantitativa
(continua) Sijk=1 - | xik—=xjk | / Rk onde xik e xjk séo os valores da variavel k para
os individuos i e j, respectivamente, e Ri € o intervalo (valor maximo menos valor
minimo), da variavel k na amostra. A divisdo por Rk elimina as diferencas entre
escalas das variaveis, produzindo um valor dentro do intervalo [0, 1] e pesos iguais.

Para a estimativa das matrizes de distancia genética, a distancia
generalizada de Mahalanobis segundo Cruz e Regazzi (2001) foi usada para as
variaveis quantitativas, e para as variaveis qualitativas multicategéricas foi usada a
distancia de Cole-Rodgers (Cole-Rodgers et al., 1997). A comparacgdo entre as trés
matrizes de distancia foi realizada mediante a correlagdo entre matrizes (Mantel,
1967).
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Os agrupamentos dos genétipos foram obtidos pelos métodos de UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average), Ward e Vizinho
Mais Proximo (VMP). A validagdo dos agrupamentos foi determinada pelo coe-
ficiente de correlacdo cofenético (CCC) (Sokal e Rolf, 1962). A significancia dos
coeficientes de correlacdo cofenético foi calculada pelo teste de Mantel (1967) com
10.000 permutagdes, utilizando o programa Genes como sugerido por Cruz (2013)
bem como, a obtencdo das matrizes de distancia genética e o calculo dos
coeficientes de correlagéo cofenético.

3.3.3.3. Cultura de anteras

3.3.3.3.1. Correlagéo entre o tamanho do botéo floral e o estadio de

desenvolvimento do micrésporo

Para determinar a correlacédo entre o tamanho do botédo floral e o estadio de
desenvolvimento do micrésporo, botdes florais dos dois parentais (UENF 1750 e
UENF 2030) e oito plantas da geragdo F. foram coletados aleatoriamente e
visualmente divididos em trés classes com base no tamanho da pétala e da sépala
(Tabela 18, Figura 28). Os botdes foram avaliados em laboratério e aferidos o
diametro do botdo e antera, bem como o comprimento das pétalas, sépalas e

anteras.

Tabela 18. Descricdo das classes dos botbes florais de Capsicum estabelecidos
para determinar o estadio de desenvolvimento do micrésporo.

Classes Descricdo das classes

Classe 1 Botdes florais com pétalas menores que sépalas

Classe 2 Botdes florais com pétalas e sépalas com aproximadamente o
mesmo tamanho

Classe 3 Botdes florais com pétalas maiores que sépalas
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Figura 28. Aspectos morfolégicos das classes dos botdes florais de Capsicum
estabelecidos para determinar o estaddio de desenvolvimento do micrésporo em
hibridos de pimenta ornamental (UENF 1750 x UENF 2030); A) Classe 1; B) Classe
2); C) Classe 3. (bar=2mm).

Para a determinacédo do estadio de desenvolvimento do microsporo, todas as
anteras de cada botao floral de cada classe foram analisadas. Cinco anteras por
botdo foram colocadas em Iaminas com uma gota de corante Carmim Acético 2%
e maceradas. Estas foram cobertas com laminula e observadas em microscopia de
campo claro e; fotografadas em microscépio éptico (Bioval®). Em cada lamina foram
contabilizados 200 micrésporos totalizando 1200 micrésporos por classe de botéo
de cada gendtipo. Na analise foi contabilizado o niumero de: células mées do gréo
de polen (MP), micrésporos em diades (DI), micrésporos em tétrades (TE),
microsporos uninucleados (UN) e graos de pélen (GP).

As estimativas de herdabilidade no sentido amplo (h? foram calculadas

utilizando o seguinte estimador:

~2
)
h? =-2X 100
Op
em que: 6; = variancia genética; ;= variancia fenotipica. A variancia genética

foi calculada usando o seguinte estimador:

~y _ QMrpar — QMpgs
g r

em que: QM g,y = quadrado médio do tratamento; QMggs = quadrado médio do

residuo; r = nimero de repeticoes.
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A razdo entre o coeficiente de variacdo genética e o coeficiente de variagdo
ambiental (CVg/CVe) foi calculada e o coeficiente de variancia genética (CVg) foi
obtido pela seguinte forma:

CI{C,(%)=<“Z;‘9)X100

em que: o2 = variancia genética; M = média experimental.

O coeficiente de variancia ambiental (CVe) foi obtido da seguinte forma:

CV, (%) = <—VQMMRES> X 100

em que : QMggs= quadrado meédio do residuo; M = média experimental.

A andlise de correlacdo de Pearson foi realizada com as médias obtidas das
cinco anteras analisadas de cada botdo, com trés botdes por classe, totalizando 15
anteras por classe. As analises foram realizadas com o auxilio do programa Genes®
(Cruz, 2013).

3.3.3.3.2. Inducéo de embriogénese via cultura de anteras

Para a inducdo de embrides haploides, foram usadas anteras de 10 genotipos:
dois parentais (G1 = UENF 1750 e G2 = UENF 2030) e oito gendtipos da geracao
F2 contendo a maior concentragdo de microsporos no estadio uninucleado, botdes
da classe 2 (Tabela 2) determinado pelo experimento anterior.

No laboratorio, em camara de fluxo laminar, os botdes florais da classe 2 foram
desinfestados por imersdo em 100 mL de hipoclorito de sddio (NaClO) a 2%, com
trés gotas de Tween 20 por 10 minutos. Posteriormente, foram enxaguados durante
5, 10 e 10 minutos em agua desionizada e autoclavada.

Apl6s a desinfestacdo, as anteras foram removidas dos botdes florais com
pincas e bisturi em microscoépio estereoscépico (Tecnival®) dentro da camara de
fluxo laminar. As anteras foram inoculadas em placas de Petri (60 mm x 15 mm)

com 10 mL de meio de cultura.
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3.3.3.3.2.1. Protocolos dos meios para cultura de anteras

Foram testados quatro diferentes protocolos para a cultura de anteras (Tabela
19 e 20). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 10 x 4 (gendtipos x meio), oito gendtipos da geracao
segregante F» e os dois parentais e quatro meios de cultura, com quatro repeticoes.
Cada repeticéo foi constituida por uma placa de Petri com 10 anteras.

Ao final de 60 dias de cultivo in vitro foi avaliada a porcentagem de anteras

responsivas por genaotipo.



Tabela 19. Protocolos de cultura de anteras testados nos dois parentais (UENF 1750 e UENF 2030) e oito plantas da geragao F> do
cruzamento entre Capsicum glabriusculum x Capsicum annuum.

Meio Meio basico Adicionais Fitorregulador Temperatura Baseado em:
0,01 mg L* de CIN + _
C solido - inducéo 0,1 mg L de 2,4-D (12 35°C — 8 dias -
M1 3% de dias) Escuro Dumas de Vaulx et al.
sacarose 25°C — 52 dias — foto (1981)
R solido - 0,1 mg L't de CIN de 12 h
regeneracao (48 dias)

2% de maltose

9°C — 7 dias - Escuro

Dolcet-Sanjuan et al.

M2 NN dupla camadas 0,5% de CA B 28°C — 53 dias - (1097)
2% de maltose Escuro
2% de
sacarose 0,5% Johansson et al
0 _ 1 - )
M3 %MS dupla camadas de CA _ 25°C — 60 dias (1982) e Custers et al.
Escuro 1999
2% de (1999)
sacarose
M4 MS s6lido 3% de 1 mg L' de ZEA 26°C — 60 dias - 16:8 Wang et al. (1973)
sacarose 1 mg L de ANA horas Barroso et al., 2015

*Abriviagdes: CIN= cinetina; 2,4-D= &cido 2,4-diclorofenoxi-acético; ZEA= zeatina; ANA= 4cido naftalenoacético; CA= carvao ativado.

v6
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Tabela 20. Composicao dos meios de cultura utilizados para inducao de plantas
haploides a partir da cultura de anteras testados nos dois parentais (UENF 1750 e
UENF 2030) e em oito plantas da geracdo F> do cruzamento entre Capsicum
glabriusculum x Capsicum annuum.

Constituintes

Concentracdo no meio de cultura (mg L)

MS™ NN NLNS"™ c* R™
KNOs 1900 950 125 2150 2150
NH4NOs3 1650 720 - 1238 1238
MgS0O4.7H20 370 185 125 412 412
CaCl2.2H20 440 220 - 313 313
KH2PO4 170 68 125 142 142
Ca(NOs3)2.4H20 - - 500 50 50
POsNaH2.H20 - - - 38 38
(NH4)2S04 - - - 34 34
KCI - - - 7 7
MnS0O4.4H20 22,300 25,000 22,300 - -
MnSO4.H>0 - - - 22,130 20,130
ZnS04.7H0 8,600 10,000 8,600 3,625 3,225
H3BOs3 6,200 10,000 6,200 3,150 1,550
Kl 0,830 - 0,830 0,695 0,330
Na:Mo04.2H.0 0,250 0,250 0,250 0,188 0,138
CoCl2.6H20 0,025 - 0,025 0,016 0,011
CuS04.5H20 0,025 0,025 0,025 0,016 0,011
FeS04.7H20 27,800 27,800 27,800 13,900 13,900
Na..EDTA.2H,O 37,300 37,300 37,200 18,650 18,650
Mio-inositol 100,000 100,000 100,000 50,300 50,300
Acido nicotinico 0,500 5,000 5,000 0,700 0,700
Piridoxina 0,500 0,500 0,500 5,500 5,500
Tiamina 0,100 0,500 0,500 0,600 0,600
Glicina 2,000 2,000 2,000 0,100 0,100
Biotina - 0,500 0,050 0,005 0,005
Acido félico - 0,500 0,500 - -
Vitaminas B2 - - - 0,030 -
Ca-pantotenato - - - 0,500 0,500
Glutamina - - 800,000 - -
Serina - - 100,000 - -
Glutationa - - 30,000 - -

"1 - Murashige e Skoog, 1962

al.,1981.

: "2 _ Nitsch e Nitsch, 1969; "3 — Lichter, 1981; " - Dumas de Vaulx et
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3.3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.4.1. Caracterizacéo da populacao segregante

Detectou-se variabilidade fenotipica entre os genoétipos de pimenta
estudados com base nos descritores morfoagrondmicos, principalmente nos frutos
para os quais foram registradas diferencas visuais acentuadas em termos de tama-
nho, formato e coloracao.

O tamanho dos frutos variou de 9,56 a 38,95 mm, tendo sido o formato
alongado predominante em 59,51% dos gendtipos, seguido pelos formatos
triangular e arredondado em 37,42 e 3,07%, nessa ordem (Figura 29). O tamanho
do fruto influencia diretamente na produtividade, de tal forma que, quanto menor o
tamanho do fruto, maior sera a quantidade de frutos produzidos (Buttow et al.,
2010).

Figura 29. Formato dos frutos da populacdo segregante de entre UENF 1750 e
UENF 2030. A) alongado; B) triangular; C) arredondado.

Em relacdo aos estadios de maturacdo dos frutos, 19,63% dos gendtipos
apresentaram trés estadios de maturacdo, assim como o parental UENF 2030, as
demais progénies e o parental UENF 1750 apresentaram cinco estadios de
maturacdo (Figura 30). Esta caracteristica é bastante importante como
caracteristica para ornamentagéo, uma vez que confere mais cores e atragéo visual
das plantas. Os genoétipos apresentaram frutos eretos e de coloracdo variando entre
roxo escuro, roxo claro, laranja e marrom. Porém, no final da maturacédo, todos

apresentaram frutos de cor vermelha. Essas duas caracteristicas, frutos eretos e
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de coloracao vermelha quando maduros, sao tipicas das plantas C. annuum, sendo
consideradas essenciais para se obter gendtipos promissores para 0 USO
ornamental em vasos porque permite o contraste com a folhagem (Sudré et al.,
2006).

Para as caracteristicas relacionadas a flor, 53,99% dos gendtipos
apresentaram a coloracao da corola branca com a borda roxa (Figura 30). Todos
0s gendtipos apresentaram flores eretas. Segundo Ribeiro (2012), a posicao ereta
da flor € uma caracteristica importante para o potencial ornamental porque deixa
as flores em destaque no arranjo floral.

As plantas F2 que apresentaram corola branca, como o parental UENF 2030,
representaram um total de 18,40%. Os demais genétipos apresentaram coloracdo
roxa e roxa com base branca, representando 11,04% e 16,56%, respectivamente.

No mercado de pimentas ornamentais, os descritores cor da corola e cor e
formato dos frutos sdo importantes, pois promovem o contraste com as folhas,
expressando suavidade ao arranjo ornamental (Carvalho et al., 2006).

1eaaifttt ))
2% 3t

Figura 30. Estaddios de maturacdo dos frutos da populagdo segregante de
Capsicum: A e B) cinco estadios de maturacao; C) trés estadios de maturagéo. D-
G) Coloragédo da corola da populagdo segregante de Capsicum; D) Branca; E)
branca com borda roxa; F) roxa com base branca; G) roxa.

Uma andlise conjunta dos descritores formato e peso do fruto, neste
trabalho, permitiu observar uma amplitude de variacdo de 0,2164 a 1,3659 g no

peso dos frutos alongados, que foram os predominantes entre 0os gendtipos e de
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0,2665 a 1,2547 g no peso dos frutos triangulares (Figura 31A). Os frutos
arredondados obtiveram os menores pesos. Por sua vez, a andlise conjunta do
formato e comprimento do fruto também evidenciou alta variabilidade para
comprimento dos frutos (Figura 31B). Neste caso, os comprimentos dos frutos
alongados e triangulares variaram entre 15,63 a 38,95 mm e 11,67 a 33,14 mm,
respectivamente. A variancia dos frutos arredondados foi de baixa magnitude.

No que diz respeito a analise conjunta dos descritores didmetro do fruto e
formato do fruto, foi possivel observar uma maior amplitude para os frutos
triangulares, variando de 5,1 mm a 10,1 mm do didmetro do fruto (Figura 31C).
Com relagédo ao comprimento do peddnculo, este ndo apresentou grande diferenca
em relacdo aos diferentes formatos de fruto (Figura 31D).

As plantas F2 nao diferiram para os descritores niumero de anteras e pétalas,
cor da semente, posicao e persisténcia do fruto. Este resultado é satisfatério, pois
todos foram eretos e persistentes, caracteristicas ideais para o0 mercado
ornamental.

Todas as correlagbes entre a matriz de distancia conjunta foram
significativas pelo teste de Mantel (1967) (Tabela 21). No entanto, observa-se maior
correlacdo das matrizes de Mahalanobis e Cole-Rodgers com a matriz de
dissimilaridade da andlise conjunta do algoritmo de Gower do que entre elas. Uma
vez que o algoritimo de Gower utiliza as variaveis qualitativa e quantitativa ela entdo
torna-se mais precisa pois explora uma diversidade de dados maior. A correlacao
entre as matrizes de Cole-Rodgers e de Gower foi maior provavelmente porque
existe maior quantidade de descritores qualitativos do que quantitativos quando

comparamos com a correlacéo entre as matrizes de Mahalanobis com Gower.
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Figura 31. Boxplot dos valores minimos, maximos e a mediana do peso dos frutos
(A), Comprimento dos frutos (B), Diametro dos frutos (C) e Comprimento do
pedunculo (D) em relacdo ao formato dos frutos.

Tabela 21. Correlagfes entre as matrizes de dissimilaridade de Mahalanobis, Cole-
Rodgerse Algoritmo de Gower obtida por descritores quantitativos e qualitativos em
163 gendtipos de Capsicum.

Matrizes Mahalanobis Cole-Rodgers Gower
Mahalanobis - 0,14™ 0,39”
Cole-Rodgers - 0,87

Gower -

**Significativo a 1% pelo teste de Mantel (1000 permutacdes)

A matriz baseada no algoritmo de Gower apresentou maiores coeficientes
de correlagéo cofenético (CCC) quando comparadas com as matrizes das variaveis

separadas de Mahalanobis (quantitativos) e Cole-Rodgers (qualitativos) (Tabela
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22). O algoritmo de Gower pode permitir maior eficiéncia no conhecimento da
divergéncia entre acessos de bancos de germoplasma (Rocha et al., 2010).
Segundo Mohammad e Prasanna (2003), quanto maior o CCC, menor sera a
distorcdo provocada ao agrupar os acessos. Portanto, o método hierarquico
UPGMA assim como o uso da matriz com base no algoritmo de Gower foram os
gue mais bem explicaram a diversidade genética entre 0s acessos porque
apresentou maior CCC.

Tabela 22. Coeficientes de correlacdo cofenético de diferentes métodos de
agrupamento hierarquicos obtidos a partir de descritores qualitativos e quantitativos
em 163 gendtipos de Capsicum.

Matrizes de dissimilaridade

Agrupamentos

Mahalanobis Cole-Rodgers Gower
WARD 0,45 0,62 0,70
Vizinho mais proximo 0,46 0,29 0,68
UPGMA 0,58 0,71 0,76

Utilizando-se o algoritmo de Gower para analise conjunta de todos os descri-
tores morfoagronémicos, identificou-se que os genadtipos G93 e G95 foram os mais
distantes, com magnitude 0,6450, enquanto o genétipo G77 e G159 foram os mais
similares, com valor de 0,0034. A distancia média observada entre os gendétipos foi
0,2619. Interessante observar que 0s gendtipos mais distantes, G93 e G95,
pertencem aos grupos dos parentais UENF 1750 e UENF 2030, nessa ordem.

O agrupamento hierarquico UPGMA foi mais fidedigno do que os
agrupamentos Ward e VMP, uma vez que comparativamente as inferéncias da
correlacdo cofenética foram superiores, obtendo-se valores de 0,68, 0,70 e 0,76
para VPM, Ward e UPGMA e com base na matriz de Gower, respectivamente.

No dendrograma, obtido pelo método de agrupamento UPGMA, para a
analise conjunta das variaveis quantitativas e qualitativas com base no algoritmo
de Gower (1971) foi possivel observar a formacao de quatro grupos (Figura 32 e

32), com o corte estabelecido a aproximadamente 32% de dissimilaridade.
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Figura 32. Gréfico da funcéo logaritmica da probabilidade (Log-likelihood) em
relacdo ao numero de grupos formado para C. annuum var. annuum e C. annuum
var. glabriusculum e seus hibridos interespecificos F».

O grupo | foi constituido por 31 genotipos sendo este o maior grupo. E
composto pelo parental UENF 2030, e todas as outras combinacdes que, assim
como ele, possuem trés estadios de maturacéo do fruto (verde, laranja e vermelho)
e corola de cor branca, anteras azuis claras, frutos eretos e flores eretas. Sao
predominantemente alongados, porém, encontram-se seis genotipos com frutos
triangulares (Gen20, 21, 30, 37, 45 e 153). Este grupo possui predominantemente
plantas de habito de crescimento intermediario. Nas caracteristicas quantitativas,
neste grupo observou-se ampla variabilidade na massa do fruto (variando de 0,26
a 1,37 g) e no comprimento do fruto com valores entre 17,12 a 34,24 mm, possuindo

os frutos mais longos.
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Figura 33. Dendrograma UPGMA de 163 acessos de Capsicum annuum utilizando-se a distancia de Gower para as variaveis conjuntas

(qualitativa + quantitativa). Campos dos Goytacazes, UENF, 2019.
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O grupo IIA formado por 25 gendtipos, qualitativamente sdo de habito
intermediario, possuem folhas verdes e verde-escuras, corola roxa ou branca com
bordas roxa e predominantemente anteras roxas, flores e frutos eretos e
persistentes. Os frutos sdo alongados com cinco estadios de maturacao (verde,
roxo escuro ou claro, verde ou amarelo, laranja e vermelho). O grupo IIB retne 14
gendtipos, com frutos alongados, com flores predominantemente eretas e de
coloracdo branca com margem roxa, anteras azuis claras, com cinco estadios de
maturagdo, com habito de crescimento intermediério. Ndo ha uma variacdo grande
do peso do fruto, com média de 0,59 g. Sendo os frutos longos com medidas
proximas do grupo | com média de 24,47 mm. O grupo IIC é constituido por 22
genotipos. Os frutos sdo alongados com excegcdo do Genl3l com formato
triangular, possuem cinco estadios de maturagao, flores eretas, predominantes
corola branca com margem roxa, duas plantas com corola branca (Gen28 e 34) e
uma roxa (Genl32), predominando anteras azuis claras, plantas de habito de
crescimento intermediarios e eretas. Possuem uma variacao no peso dos frutos de
0,26 a 1,07 g.

Grupo IllIA possui 27 gendtipos. Frutos predominantemente triangulares,
com excecdo de um alongado (Gen 103) e um arredondado (Gen 156), com cinco
estadios de maturacado, habito de crescimento intermediéario, flores eretas, corola
variando de branca com margem roxa, roxa e roxa com a base branca. Anteras
azuis claro, roxas e azuis. Quantitativamente houve pouca variancia no peso dos
frutos (0,35 a 0,73 g) assim como no diametro (6,01 a 8,76 mm).

O grupo I1IB é formado por 20 gendtipos, de frutos triangulares com excecgao
de dois gendtipos arredondados (Gen 31 e 155) e um alongado (Gen 115), com
cinco estadios de maturacdo. Flores eretas, predominando corola branca com
margem roxa, uma roxa (Gen 170) e uma roxa com base branca (Gen 26).
Predomina as anteras azuis claros, uma roxa (Genl74). Plantas de habito de
crescimento intermediarios e eretas. Houve grande variancia no peso dos frutos
(0,35 a 1,26 g) e comprimento (11,11 a 33,14 mm).

O grupo IVA é o menor grupo, com 11 individuos, incluindo o genitor UENF
1750. Os frutos séo triangulares com exce¢do do genétipo 132 sendo alongado e
dois arredondados (UENF 1750 e gendtipo 40). Flores eretas, predominante corola

roxa e duas roxas com base branca (Gen 53 e 112) com predominancia de anteras
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roxas. Com cinco estadios de maturacdo. Habito de crescimento intermediario e
plantas eretas.

Grupo IVB, com 13 individuos, apresenta frutos de formatos alongados, com
excecao de gendtipos 11, 60, 134 e 144 que apresentam formatos triangulares.
Com cincos estadios de maturacdo do fruto e com predominancia do habito de
crescimento intermediario, a corola é roxa de base branca e as anteras séo azuis
claras ou roxas. Este grupo apresenta a menor variagéo de peso (0,31 a 0,68 g),
diametro (16,83 a 24,98 mm) e comprimento (5,04 a 7,98 mm).

A analise conjunta das variadveis qualitativas e quantitativas possibilitou
alocar os gendtipos em um Unico dendrograma, fornecendo um melhor
entendimento da variabilidade genética existente entre essas progénies.

Geralmente, as variaveis qualitativas sdo analisadas apenas por estatistica
descritiva. I1sso ocorre porgque, apesar das variaveis multicategéricas serem faceis
e rapidas de mensurar, quando as variaveis qualitativas sdo agrupadas apos serem
transformados em multicategoricos gera-se outro dendrograma, que muitas vezes
discorda com os agrupamentos gerados pelas variaveis gquantitativas, causando
erros nas interpretacdes e dificultando a organizacdo do banco de germoplasma
(Cruz et al., 2014).

A caracterizacdo das progénies baseada em descritores quantitativos e
gualitativos, conjuntamente, possibilita uma interpretacéo fidedigna da variabilidade
e divergéncia genética existente (Quintal et al., 2012; Buratto et al., 2015; Machado
et al., 2015;). Assim, a ocorréncia da grande diversidade de gendétipos e a
interpretacdo fidedigna da dissimilaridade genética permite direcionar o0s
cruzamentos entre 0s genotipos de Capsicum em programa de melhoramento de
pimentas ornamentais.

Verifica-se que 0s genotipos apresentam potencial para a ornamentacao.
Em que nenhum dos parentais ou combinacdes hibridas foi superior para todas as
caracteristicas tanto qualitativas quando quantitativas avaliadas para o objetivo
ornamental ao mesmo tempo. No entanto, com o objetivo de desenvolver novas
cultivares para suprir as necessidades do mercado de pimentas para fins
ornamentais deixa evidente o potencial destes hibridos para a sele¢éo e producao
de linhagens e cultivares. Principalmente quando se leva em consideragéo
caracteristicas como habito de crescimento intermediario a ereto, numero de

estadios de maturacao igual ou maior que trés flores e frutos eretos, coloracdo da
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corola roxa, branca com borda roxa e roxa com base branca, Destaca-se 0
potencial dos oito subgrupos para a sua utilizacdo em programas de melhoramento
visando a producao de cultivares de pimentas ornamentais (Figura 34; Figura 35).

Figura 34. Aspecto geral da diversidade dos formatos e colorac¢des dos frutos de
pimenta ornamental da populacdo segregante entre UENF 1750 x UENF 2030.
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Figura 35. Aspecto geral da diversidade de flores de pimentas com potencial
ornamental da populacdo segregante entre UENF 1750 x UENF 2030.

3.3.4.2. Producéo de duplo-haploides

3.3.4.2.1. Correlacdo entre o tamanho do botédo floral e o estadio de

desenvolvimento do micrésporo

Diferencas significativas foram observadas pelo teste F para nove das 10
caracteristicas relacionadas a morfologia dos botbes florais e do estadio do
micrésporo. Apenas o comprimento da pétala (CP) ndo apresentou diferencas
significativas (Tabela 23).

Com excecdo ao CS (64,97%), CM (69,81%), DI (3,81%) e TE (8,84%), os
valores de herdabilidade observados foram superiores a 80%, o que podemos
considerar alto. O que indica que a maior parte da variabilidade total observada
para esses caracteres se deve a diferencas genéticas entre eles (Vencovsky e
Barriga, 1992). Os maiores valores para herdabilidade foram observados para GP
(96,56%) e CA (96,07) (Tabela 23).
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Tabela 23. Resumo da analise variancia para a morfologia do botéo floral e estadio
de desenvolvimento dos micrésporos em hibridos de pimenta ornamental (UENF
1750 x UENF 2030).

QM

CP CS DB DA CA CM DI TE UNI GP
Trat 0,57° 0,62 1,09° 0,09° 0,17° 46,60° 12,04 345 2339 28514"
h? (%) 80,33 64,98 8502 80,83 96,07 6982 381 885 8273 96,56
CVgCVe 05 179 179 033 165 051 007 01 1,73 177
CV.(%) 1538 1238 692 14 1,38 9429 9656 130,01 72,05 52,05

FV

QM- Quadrado médio; h?- Herdabilidade; CV4/CVe- razdo entre o coeficiente de variacdo
genética e o coeficiente de variacdo ambiental; C.V.- Coeficiente de variagcdo; FV- fonte de
variancia; CP- comprimento da pétala; CS- comprimento da sépala; DB- diametro do botdo
floral; DA- diametro da antera; CA- comprimento da antera; CM: nimero de células méae do
micrésporo; DI- nimero de micrésporos em diade; TE- nimero de microsporos em tétrade;
UNI- nimero de micrésporos uninucleados; GP- nimero de gréos de pélen.

Resultado similar foi encontrado por Barroso et al. (2015) também trabalhando
com pimentas ornamentais (C. annuum). O nimero de micrésporos em TE também
foi abaixo de 10%. No entanto, as DI tiveram resultados em torno de 70%. Assim
com a maior h? para GP. Corroborando com o presente trabalho, comprovando que
esta variavel tem sua variabilidade devido a efeitos do gendtipo.

A razéo de coeficientes de variacdo genética e ambiental (CVg/CVe) foi maior
gue 1,0 para cinco das variaveis, CS, DB, CA, UNI e PG (Tabela 23), indicando
uma situacao favoravel para selecéo (Vencovsky, 1978). Como o principal interesse
sao os micrésporos UNI, este resultado € de grande importancia, pois permite maior
confiabilidade na selecdo com base nesta caracteristica. Barroso at al. (2015)
obtiveram resultado em comum acima de 1,0 apenas para CS, mostrando que
existem influéncias genéticas.

De todas as caracteristicas morfologicas, apenas CS nao obteve diferencas
significativas (Tabela 23). Para CP, DB, DA e CA ha uma tendéncia de que quanto
maior a classe maior estas caracteristicas serao.

A classe 1 apresenta as menores medidas, os botdes apresentaram
comprimento das pétalas de 1,59 mm, sendo estas menores que as sépalas com
1,72 mm. O diametro do botdo foi de 1,71 mm. Apresentou as menores anteras,
com diametro e comprimento de 0,34 e 0,72 mm, respectivamente (Tabela 24)
(Figura 36A, D). Esta classe apresentou basicamente células mée do micrésporo
(CM). (Figura 36F).



108

Tabela 24. Média da morfologia do botéo floral e estadio de desenvolvimento dos
micrésporos em hibridos de pimenta ornamental (UENF 1750 x UENF 2030)
divididos em trés classes. Campos dos Goytacazes, 2019.

CP CS DB DA CA
Classe CM DI TE UNI GP
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 1,59b 1,72a 1,71c¢ 0,34c 0,72c 400,53a 15,67a 12,13b 793¢ 0,00 c
2 1,83ab 1,77a 2,02b 0,54b 1,00b 3520b 1,27b 251,40a 10954a 12,07b
1750,73
3 1,97a 1,79a 2,25a 0,72a 1,32a 2,13 ¢c 0,07b 17,13Db 24,47 b

a

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p=<0,05). CP- comprimento da pétala; CS- comprimento da sépala; DB- diametro
do botéo floral; DA- diametro da antera; CA- comprimento da antera; CM: niumero de
células mae do micrésporo; DI- nimero de micrésporos em diade; TE- namero de
micrésporos em tétrade; UNI- nimero de micrésporos uninucleados; GP- nimero de graos

de polen.

Figura 36. Relacao entre as caracteristicas morfologicas de gemas florais e estadio
de desenvolvimento de micrésporos em hibridos de pimenta ornamental (UENF
1750 x UENF 2030) divididos em trés classes. A-C) Aspecto do botéo floral (bar=
2mm); A) Classe 1; B) Classe 2); C) Classe 3; D-F) Aspecto da antera (bar = 500
um); D) Classe 1; E) Classe 2; F) Classe 3; G) Célula mde do microsporo; H-
Microsporo em tétrade; I- Microsporo uninucleado (bar = 25 pm).
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Na segunda classe as pétalas e sépalas apresentaram comprimentos
semelhantes, com 1,83 e 1,77 mm, respectivamente. O diametro do bot&o, diametro
da antera e o comprimento da antera apresentaram valores intermediarios, de 2,02,
0,54 e 1,00 mm, respectivamente. Nesta fase & possivel verificar a presenca de um
grande numero de micrésporos uninucleados, 1.095,4 microsporos uninucleados
por antera (Tabela 24) (Figura 35 B, E, I).

Encontrar uma classe que concentra uma grande quantidade de micrésporos
uninucleados é de grande importancia, uma vez que 0s micrésporos nesta fase de
desenvolvimento s&o 0s mais responsivos a cultura de anteras. Entdo conseguindo
verificar uma maior quantidade de células nesta classe, de facil identificag&o visual,
facilita 0 manuseio e emprego da técnica no género Capsicum.

A terceira classe apresentou as maiores medidas, com pétalas maiores que
sépalas, 1,97 e 1,79 mm, respectivamente. O mesmo foi observado para as
anteras. Nesta classe é possivel verificar uma grande presenca de gréos de polen,
sendo este 0 de maior porcentagem nesta classe de botéo floral (Tabela 24) (Figura
35C, F). Por esta razdo, o uso de botdes com pétalas maiores que sépalas nao é
indicado, justamente por possuirem uma grande concentracao de graos de polen.
O mesmo resultado foi encontrado por Barroso et al. (2015) com pimenta
ornamental.

Caracteristicas visiveis sao possiveis de serem analisadas nas anteras dos
botdes florais de alguns genotipos, principalmente aqueles com coloracao roxa das
pétalas e anteras (Figura 35F). Esta alteracdo de coloracao é encontrada na classe
3, podendo ser usada como indicativo para esta fase (Figura 35D-F).

As caracteristicas morfolégicas apresentaram correlacdo positiva com as
classes de crescimento do botdo, o que valida a eficiéncia dos parametros usados
para separar as classes de botéo floral (Tabela 25). Entdo, quanto maior a classe
do botéo floral maior serdo suas caracteristicas morfoldégicas, como comprimento
da pétala, sépala e antera, diametro do botdo e antera.

Verificou-se também uma correlacdo negativa entre as classes de botdes florais
com CM, TE e DI, ou seja, com 0 aumento do tamanho do botéo floral o nUmero de
microésporos nestes estadios decresce (Tabeca 22), pois vao atingindo a maturacao
até se tornarem grdos de polen. Observou-se uma correlagdo positiva entre as

classes e a quantidade de graos de pdlens.
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N&o houve correlagdo de nenhuma variavel com micrésporos uninucleados, o
gue indica uma concentracdo deste estddio de desenvolvimento em uma
determinada classe (Tabela 25). O que realmente € observado, a classe 2
apresenta a maior concentracdo de micrésporos nesta fase de desenvolvimento
(Tabela 24).

Assim, é possivel determinar o tamanho ideal do botéo floral para encontrar a
maior quantidade de micrésporos no estadio uninucleado. Para isso, tamanhos
aproximados de pétalas e sépalas podem ser usados como padrfes para a
determinacao da coleta das anteras. Varios autores descrevem a existéncia de uma
relacdo entre o tamanho das pétalas e sépalas e o estadio de desenvolvimento do
microsporo. Barroso et al. (2015), descrevem uma maior concentracdo de
microsporos uninucleados em botdes com sépalas e pétalas do mesmo tamanho.
Sibi et al. (1979) e Nowaczyk e Kisiala (2006) descrevem botdes com pétalas de
comprimento igual ou ligeiramente maiores que as sépalas contendo microsporos
no estadio inicial de binucleacédo e uninucleados. Lantos et al. (2009) identificou
80% de microsporos uninucleados em anteras extraidas de botbes com pétalas

com comprimento ligeiramente maior que o das sépalas.



Tabela 25. Correlagdo entre as variaveis relacionadas a morfologia do botéo floral e ao estadio de desenvolvimento do micrésporo em
botdes florais de pimentas ornamentais de populacdo segregante entre Capsicum annuum var. glabriusculum (UENF 1750) x C. annuum

var. annuum (UENF 2030). Campos dos Goytacazes, 2019.

Classe CP CS DB DA CA CM DI TE UNI GP

Classe 1 0,9887" 0,9707" 0,9964" 0,9995" 0,9993" -0,9010" -0,8985" 0,0183" 0,0133" 0,8690"
CP 1 0,9958™ 0,9979" 0,9928"™ 0,9821"  -0,9559" -0,9543" 0,1683" 0,1633" 0,7848"
CS 1 0,9877" 0,9776” 0,9608™ -0,9788" -0,9776" 0,2579" 0,2531" 0,7247"
DB 1 0,9985" 0,9923"  -0,9347" -0,9327" 0,1034"¢ 0,0984" 0,8237"¢
DA 1 0,9976™ -0,9138"™ -0,9114" 0,0486"™ 0,0436™ 0,8536"
CA 1 -0,8836™ -0,8810" -0,0202" -0,0252" 0,8874"
CM 1 1,0000"™ -0,4502" -0,4458" -0,5683"
DY 1 -0,4553" -0,4508" -0,5636"
TE 1 0,1000™ -0,4788"
UNI 1 -0,4832"
GP 1

ns ™ e " : ndo significativo, significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t, respectivamente. CP- comprimento da pétala; CS- comprimento da pétala; DB-
didmetro do botéo floral; DA- diametro da antera; CA- comprimento da antera; CM: nimero de células mée do micrésporo; DI- nimero de micrésporos em diade;

TE- nimero de micrésporos em tétrade; UNI- nUmero de micrésporos uninucleados; GP- niUmero de gréos de pdlen.

TT1
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3.3.4.2.2. Inducgéo de embriogénese via cultura de anteras

Os protocolos dos meios de cultura utilizados para inducao da embriogénese
por meio da cultura de anteras ndo foram eficientes. As anteras dos genotipos
utilizados néao apresentaram diferenciagéo dos tecidos.

Barroso et al. (2015) utilizando protocolos semelhantes conseguiram obter
36% de calos embriogénicos em anteras de pimentas ornamentais, em meio M1 e
M4. O meio M1 foi o mais eficiente na inducdo de calos em sete gendétipos, no
entanto neste mesmo meio outros dois genoétipos apresentaram apenas 0,5% de
calos embriogénicos.

O gendtipo é o fator mais importante e muitas vezes o mais limitante na
resposta de Capsicum a androgénese, e este fator foi estudado por varios autores
(Rodeva et al., 2004; Koleva-Gudeva et al., 2007; Irikova et al., 2011; Barroso et
al., 2015).

Assim, outros acessos de Capsicum devem ser estudados, com a finalidade
de encontrar gendtipos responsivos a androgénese. Uma alternativa para tentar
superar o problema de nao responderem ao cultivo de anteras € a hibridagcdo com
genotipos altamente responsivos, transferindo os genes que determinam a
resposta androgénica para acessos que sao de interesse aos programas de
melhoramento. Além de buscar e melhorar os protocolos, estudandos fatores como
pré-tratamentos a frio, fotoperiodos, fitorreguladores e protocolos para cultura de

micrésporos dentre outros (Barroso et al., 2015).

3.3.5. CONCLUSOES

As plantas F2> de pimenta, derivadas do cruzamento entre acessos da
colecdo de germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), apresentaram variabilidade para os caracteres analisados.

O algoritmo de Gower foi eficiente na separacdo das progénies avaliadas. A
analise conjunta de descritores qualitativos e quantitativos permitiu maior eficiéncia

no conhecimento da divergéncia existente entre as progénies de Capsicum quando
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comparadas com as analises realizadas separadamente das variaveis qualitativas
e quantitativas.

A relacao do tamanho entre sépalas e pétalas pode ser usado para facilitar
aidentificacdo da maior concentracao de células uninucleadas, ideais para a cultura
de anteras e conversdo em duplo-haploides.

O gendtipo é de grande influéncia na resposta androgénica da cultura de
anteras. Os genotipos testados ndo apresentaram potencial para a formacao de

calos embriogénicos em nenhum dos protocolos testados.
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4. CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste trabalho oferecem solucdes eficientes para
contornar algumas dificuldades frequentemente encontradas em programas de
melhoramento genético de Capsicum, como a possibilidade de resgate de embrides
in vitro de cruzamentos incompativeis, viabilizando o desenvolvimento de novas
cultivares. Também definiu as condicbes ambientais mais eficientes em promover
0 crescimento in vitro de plantas de C. annuum. E, finalmente, verificou a existéncia
de uma grande variabilidade em gendtipos de uma populacdo segregante com
potencial para a ornamentacéo, possibilitando a continuidade deste programa de

melhoramento para a obtencao de linhagens e cultivares ornamentais.
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